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Les codéshydrogénases — cozymase ou coenzyme I, cofer- 
ment de Warburg ou coenzyme II —, qui transportent 
Vhydrogéne activé par les déshydrogénases, subissent au 
cours de leur fonctionnement une usure notable. Cette 
usure, mise en évidence pour Hemophilus parainfluenze 
(A. et M. Lwoff, 1936-1937), ne se produit que lorsque les 
codéshydrogénases fonctionnent, et Vhypothése a été émise . 
qu’elle était due 4 une altération de la nicotinamide. 

Nous avons abordé le probléme de l’usure des coenzymes 
en prenant comme matériel le Proteus vulgaris. On sait que 
cette bactérie exige comme seul facteur de croissance |’acide 
nicotinique ou la nicotinamide (Fildes, 1938). Son dévelop- 
pement est, au voisinage des concentrations limites actives, 
proportionnel 4 la concentration en nicotinamide (Lwoff et 
Querido, 1938-1939). On peut donc obtenir des _ bactéries 
dont la multiplication est arrétée faute de nicotinamide. Ces 
organismes seront carencés en nicotinamide, comme d'une 
maniére générale sont carencés en facteurs de croissance 
__considérés les organismes obtenus par cette méthode (Strigo- 
/ monas fasciculata et hématine, A. Lwotf, 1933 ; Hemophilus 
P. ae Annales de V'Institut Pasteur, t. 67, n° 5, 1944. 21 
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parainfluenze et codéshydrogénase, A. et M. Lwolf, 1936- 
1937; H. influenze et hématine, A. et M. Lwoff, 1938 ; 
Staphylococcus aureus et aneurine, Hills, 1938). 

Pour la culture du Proteus, le milieu suivant a été utilisé 


Phosphate monopotassique.........-. AceT 
Chloruredespotessvumis., <3 oie nee 0 gr. 5 
Sulfate de magnésium... <9 .-. <i n 2 Ons 0 gr. 05 
Suliate-didmmoniaque.. <2. <-.*-0 4) eee 0 gr. 75 
BRU, Didistiliée: 1 4 eu «ee 1 a ee ee 4.000 cent. cubes. 


Soude a 40 p. 100, q. s. pour pH 7,5. 


Aprés stérilisation, on ajoute : 

1° Du glucose A 30 p. 100, stérilisé & part, en quantité 
suffisante pour obtenir une concentration de 6 grammes 
pour 41.000. 

2° Oc. c. 5 de la solution suivante pour 100 cent. cubes de 
milieu 


Citrate: de ferent n aici een cnne er SEY eae eee 0 gr. 4 
Chilorureidelcalcimmesya.y sesame 0 gr. 4 
Bau Didistillee aise ye eee ete eS 100 cent. cubes. 


3° De la nicotinamide en concentrations variables. 

Le milieu est réparti, soit dans des tubes pour l’entretien 
des. souches, soit dans des vases & toxine ou des fioles 
d’Erlenmeyer de 4 litre, & raison de 150 cent. cubes de milieu 
par fiole. Les expériences ont heu & 37°. 

Nous avons utilisé la souche X 49 « Syrie » de la colic 
de l’Institut Pasteur que nous devons a4 Jlobligeance de 
R. Legroux. La densité optique des cultures a été mesurée 
& l’électrophotométre de Meunier. L’activité des systémes 
déshydrogénants des bactéries a été suivie par la mesure, dans 
des tubes de Thunberg-Keilin, du temps de réduction d’une 
quantité donnée de bleu de méthyléne. L’activité réductrice 
d'une culture de Proteus, qui se développe en présence d’un 
excés de nicotinamide, reste constante pendant la phase loga- 
rithmique de la croissance, c’est-a-dire que le temps de réduc- 
tion est inversement proportionnel a la densité optique des 
cultures. L’addition de nicotinamide, & la suspension de bac- 
téries, dans le tube de Thunberg, est sans influence sur la 
vitesse de réduction du bleu de méthyléne. 
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1° CoMPORTEMENT DANS LES MILIEUX AU GLUCOSE. — Nous 
avons alors étudié le comportement d’une culture de Proteus 
développée en présence de nicotinamide a la concentration de 
2,7 y pour 100 cent. cubes. L’ensemencement était pratiqué 
avec une culture développée elle-méme en présence d’une 
faible quantité d’acide nicotinique. La courbe de croissance 
obtenue dans ces conditions est une courbe en S caracté- 
_ istique. 

A divers stades de la croissance, des prélévements ont été 
eflfectués et la culture introduite dans des tubes de Thunberg 
a raison de 4 cent. cubes par tube. Le bleu de méthyléne (250 v) 
est introduit dans le diverticule du bouchon et, l’acide nico- 
tinique, soit directement dans les tubes, soit avec le bleu de 
méthyléne dans le diverticule. 

Les résultats de 4 séries d’expériences sont donnés dans 
le tableau I ci-contre et une des expériences représentée sur 
la figure 4. 

On peut distinguer plusieurs périodes au cours de la 
croissance de la bactérie. 

4° Au cours de la premiére phase, logarithmique, de la 
croissance, il y a augmentation de l’activité réductrice paral- 
lélement 4 l’augmentation de la densité optique. A ce stade, 
l’addition de nicotinamide aux bactéries dans les tubes de 
Thunberg n’entraine pas de changements de l’activité 
réductrice. 

2° A partir du moment ot. le point d’inflexion est 
atteint, l’activité réductrice diminue de 15 p. 100 par heure 
(20 p. 100, 10 p. 100, 15 p. 100). L’addition de nicotinamide 
restaure l’activité réductrice & la valeur qu’elle avait au 
moment de l’inflexion de la courbe de croissance. Pendant 
cette période, qui dure de deux a trois heures a 37°, l’addition 
d’acide nicotinique dans le diverticule est suivie du méme 
effet que l’addition dans la culture ; mais le temps de réduc- 
tion est prolongé de vingt secondes, période qui correspond 
vraisemblablement au temps nécessaire & l’absorption de 
l’acide et & la synthése des coenzymes. Cette deuxiéme période 
de deux a trois heures correspond & ce que 1’on peut appeler 
la croissance résiduelle, croissance dont la vitesse tend pro- 


gressivement vers zéro. 
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Tasteau 1. — Usure de la nicotinamide des coenzymes I et II 
chez Proteus oulgaris dans un milieu au glucose. 


AGE TEMPS DE REDUCTION EN SECONDES (2) 
USURE 
de DENSITE 5 
' Acide Acide par heure (3) 
la culture optique (1) Sans acide nicotinique nicotinique j 
coy ea dans dans p- 10 
en heures nicotinique | y. culture (4) | le diverticule 
Expérience I : 
0. 49 
Slicers has 55,4 495 130 458 
Aa 68,8 280 132 162 20 
a 16,3 380 450 470 
Expérience II : 
OR eae 26 
3555) Aekeas 47,5 237 227 240 
Gyms ee 713 ,4 470 130) 130 10 
Ota ats 88,9 220 432 455 
JOSE hs tea D509 292 435 457 
Expérience III : 
0 30 
Soe aden oot 57 187 185 
Spon tees 67,2 162 150 
Baas ae paiets 17,9 165 140 45 
Dee rae 9571 195 442 
aici, oe 103 250 160 
Expérience IV : 
Oss le) 
BR teen ae 93,4 380 460 210 
ees ie 103 425 207 245 
AO iees >. dere 106 855 345 770 
Perec 106 1.200 472 1.055 


(1) La densité optique est exprimée par la graduation de l'électrophotométre de Meu-— 
nier. Une division correspond 4 une variation de densité optique de 0,005 pour une 
lumiére filtrée de 4 moyenne efficace de 0,55 » environ. La cuve a une épaisseur ulile de 
10 millimétres. 

(2) Le temps de réduction est le temps nécessaire a la décoloration 4 37°, par 4 cent. 
cubes de cullure non centrifugée, de 96 p. 100 de 250 y de bleu de méthyléne. 

(3) L'usure est calculée pendant la premiére heure qui suit le moment ott la courbe de 
croissance passe par son point d’inftexion. 

(4) La concentration d’acide nicotinique dans le milieu de culture est respectivement 
pour les expériences : Expérience I, 5 y; expérience II, 4 +; expérience III, 4 y; expé- 
rience IV, 5 y pour 150 cent. cubes de milieu. : 


3° Vers la fin de cette période de croissance résiduelle, un 
nouveau phénoméne intervient : la vitesse de réduction du 
bleu de méthyléne continue 4 diminuer, mais l’addition de 
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nicotinamide n’entraine pas le retour a la vitesse initiale ; 
et si l’acide nicotinique est introduit avec le bleu de méthyléne 
dans les diverticules, l’augmentation du temps de réduction, 
qui était de vingt secondes pendant la deuxiéme phase, 
augmente réguliérement. Aprés quelques heures, 1’addition 
d’acide nicotinique n’est suivie d’un effet que s’il est introduit 
dans la suspension bactérienne. Enfin, la triple centrifugation 
et le lavage des bactéries, qui sont sans influence apparente 
sur l’activité de bactéries normales cultivées en présence d’un 


% 
% 
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S) 
® 
9 
Oo - /00 
7 ea J 4 S re 
Aeures 
Fie. 1. — Croissance de Proteus vulgaris dans un milieu pauvre en nicotina- 


mide et usure de la nicotinamide. 

En abscisses : temps en heures. En ordonnées : & gauche (d. o.), densité 
optique en graduations de l’électrophotométre de Meunier. 41 unité corres- 
pond & une diminution de la densité optique de 0,005 pour une lumiére filtrée 
de > moyenne efficace de 0,55 w environ. Epaisseur utile de la cuve : 10 mil- 
limétres. En ordonnées : a droite (secondes), temps nécessaire pour la réduc- 
tion de 96 p. 100 de 250 y de bleu de méthyléne par 4 cent. cubes de Ja culture 
prélevés au point correspondant 4 la courbe de croissance. 

1°-Courbe de croissance. 

2° et 3° Temps de réduction du bleu de méthyléne par 4 cent. cubes de 
culture : 2° nonfadditionnée d’acide nicotinique, 3° additionnée de 50 y d’acide 
nicotinique. 


exces d’acide nicotinique ou de bactéries pendant la premiére 
et la deuxiéme phase de la croissance, entrainent une dimi- 
nution considérable de l’activité des bactéries prélevées a la 
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troisiime phase. L’addition d’acide nicotinique mn’exerce 
qu’une influence trés faible sur ces bactéries centrilugées. 

Ces résultats peuvent étre interprétés de la facon suivante. 
Pendant la premiere phase, les bactéries consomment I’acide 
nicotinique du milieu ; la croissance est normale. Pendant la 
deuxiéme phase, tout l’acide étant consommé, une certaine 
« croissance » — en fait une augmentation de la densité 
optique — a lieu cependant; mais l’activité réductrice 
diminue. Cette diminution est due uniquement & l’usure de 
la nicotinamide, puisque l’addition d’acide nicotinique restaure 
lactivité réductrice. Enfin, au cours de la troisiéme phase, 
des altérations profondes de la cellule se produisent. L’addi- 
tion simultanée de bleu de méthyléne et d’acide nicotinique 
est beaucoup moins elficace que l’addition préalable d’acide 
nicotinique, ce qui veut dire que le bleu de méthyléne géne 
l’absorption de l’acide nicotinique. La centrifugation entraine, 
pendant cette troisitme phase, une diminution considérable de 
lactivité, et surtout Vacide nicotinique ne restaure que 
partiellement l’activité réductrice des bactéries lavées. Pendant 
cette période, il se produit donc vraisemblablement des alté- 
rations des structures et peut-étre aussi des altérations des 
divers systémes enzymatiques en plus de l’usure de la nicoti- 
namide qui se poursuit. 


UsuRE DANS LES MILIEUX AU PYRUVATE. 


Dans les milieux au glucose, il y a usure simultanée des 
coenzymes I et II, le coenzyme II intervenant dans déshydro- 
génation du glucose phosphorylé, le coenzyme I dans la 
déshydrogénation des produits de dégradation de l’hexose- 
phosphate. Chez Hemophilus parainfluenze, lusure du 
coenzyme II ne se produit qu’en présence de glucose ou 
d’hexose-phosphate, c’est-a-dire en présence des substrats 
des enzymes fonctionnant avec ce coenzyme. Si l’usure des 
coenzymes est vraiment liée a leur fonctionnement, on doit 
retrouver le méme phénoméne chez BETES vulgaris. C’est ce 
qui se produit effectivement. : 

Une souche de Proteus vulgaris a été « adaptée » au 
pyruvate par culture en série dans des milieux renfermant. 


USURE DE LA NICOTINAMIDE CHEZ PROTEUS VULGARIS 291 


du pyruvate de sodium comme seul aliment carboné ; les 
cultures sont effectuées dans des fioles d’Erlenmeyer pour 
assurer une oxygénation suffisante. La vitesse de réduction du 
bleu de méthyléne en présence de pyruvate comme substrat 
est, pour une souche normale, 8,2 p. 100 de la vitesse de 
réduction en présence de glucose. Au cours des passages dans 
les milieux au pyruvate, la vitesse de déshydrogénation du 
glucose ne varie pas sensiblement, alors que la vitesse de 
déshydrogénation du pyruvate augmente progressivement et 
devient supérieure 4 celle du glucose (v. tableau II). 


TaBieau Il, — Adaptation du Profeus au pyruvate de sodium. 


TEMPS DE REDUCTION - 
du bleu de méthyléne VITESSE 
en présence relative de 


déshydrogénation 


du pyruvate 
de glucose de pyruyate 


Souche normale « glucose » . 300 3.060 40 
Souche « pyruvate : 


Aprés : Trepiquages . . 3415 724 44 
35 repiquages . . 285 206 138 


Le temps de réduction du bleu de méthyléne représente le temps en secondes néces- 
saire pour la réduction de 96 p. 100 de 250 y de bleu de méthyléne par 4 cent. cubes d'une 
suspension de bactéries de densité optique de 50, prélevées au voisinage de la phase 
logarithmique de croissance. Les cultures ont été centrifugées et lavées deux fois. 

La vitesse relative de déshydrogénation du pyruvate est calculée en fixant arbitraire- 
ment 4 100 la vitesse de déshydrogénation du glucose et en comparant 4 celle-ci la 
vitesse de déshydrogénation du pyruvate. 


Toutefois, la vitesse de croissance dans un milieu au 
pyruvate oxygéné par agitation est la méme, qu’il s’agisse 
d’une culture ayant subi 1 ou 35 passages dans un milieu au 
pyruvate. La densité optique de deux souches, adaptées ou 
non adaptées, double en deux heures a 37°. 

La souche adaptée au pyruvate, ensemencée dans un milieu 
pauvre en nicotinamide, se développe suivant une courbe en 5, 
tout comme la souche en glucose dans un milieu carencé en 
facteur de croissance. Lorsque la croissance logarithmique est 
terminée, les bactéries commencent a se carencer en nicoti- 
namide : en effet, la vitesse de déshydrogénation du pyruvate 
diminue progressivement et cette valeur est ramenée au niveau 


292 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


qu'elle montrait pendant la croissance par addition de nico- 
tinamide. 

Cette usure de la nicotinamide se produit, dans les milieux 
au pyruvate comme dans les milieux au glucose, en Vabsence 
d’augmentation de la densité optique. L’expérience suivante 
le montre. On suit & l’électrophotométre de Meunier la densité 
optique d’une culture de Proteus dans un milieu au pyruvate 
pauvre en nicotinamide (& 37°) ; lorsque le plateau semble 
atteint, on mesure la vitesse de déshydrogénation du pyruvate; 
trois heures plus tard, la densité optique n’ayant pas sensi- 
blement changé, le temps de réduction du bleu de méthyléne 
est passé de 180 secondes & 275 secondes (v. tableau IV). En 


TasLeau II. — Usure de la nicotinamide du coenzyme I 
dans le milieu au pyruvate. 


TEMPS DE REDUCTION 


en secondes (1 
AGE : i (1) USURE 
DENSITE 


de la culture par heure 


optique Sans acide _ Acide 
en heures nicolinique p- 100 


dans 


nicotinique fetculture 


Expérience I: 


57,5 135 
m4 160 
79 230 


Expérience II : 


64,6 195 130 
Tt 260 170 
2955 180 


(1) Le temps de réduction est le temps nécessaire 4 la décoloration a 37° par 4 cent 
cubes de culture, de 96 p. 100 de 250 y de bleu de méthyléne. La ponent aa d’acide 
nicotinique dans le milieu de culture était, dans ces expériences, de 3 y pour 150 cent. 


cubes de milieu. La culture a été introduite telle quelle, sans lavage, dans les tubes de 
Thunberg. 


présence d’acide nicotinique, les temps de réduction ont été 
respectivement de 125 et 173 secondes. On voit que, comme 
dans les expériences en présence de glucose, on peut supprimer 
la carence en nicotinamide par addition de cette substance, 
mais que, dans les cultures anciennes, la carence est accom- 
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pagnée d’une diminution de l’activité enzymatique. L’usure 
s’est done poursuivie ici comme dans les autres expériences 
(milieux au glucose) en l’absence de synthéses, tout au moins 
en l’absence de synthéses se traduisant par une augmentation 
de densité optique. L’usure ne semble donc pas liée aux 
synthéses, mais au fonctionnement des coenzymes, ce qui 
n’exclut pas, bien entendu, la possibilité d’une usure plus 
grande au cours des processus de synthése. Cette usure est 
d’ailleurs plus rapide (45 p. 100 par heure) pour les bactéries 
cultivées en présence de glucose que pour les bactéries cultivées 
en présence de pyruvate (7 p. 100). Il faut noter que, dans les 
conditions de l’expérience, la croissance dans des vases & 
toxine non agités, c’est-d-dire dans des milieux non oxygénés 
au maximum, est environ deux fois et demie plus rapide en 
présence de glucose qu’en présence de pyruvate. Cette 
diltérence de vitesse tient probablement & ce que la croissance 
du Proteus vulgaris en présence de glucose peut s’effectuer en 
anaérobiose, alors que la croissance aux dépens du pyruvate 
ne se produit qu’en aérobiose, & moins que l’on n’ajoute aux 
cultures privées d’oxygéne un accepteur d’hydrogéne, comme 
par exemple du nitrate de potassium. 


NON-USURE DU COENZYME II DANS LES MILIEUX AU PYRUVATE. 


On sait que chez Hemophilus parainfluenze le coenzyme II 
ne suse qu’en présence de glucose ou d’hexose-monophosphate 
(A. et M. Lwoff, 1937). Nous avons retrouvé le méme phé- 
nomeéne chez Proteus vulgaris (v. tableau IV). Les expériences 
ont été réalisées avec des cultures carencées, centrifugées et 
lavées, de fagon que le pyruvate du milieu de culture soit 
éliminé. L’examen des chiffres montre que les _ bactéries 
cultivées dans un milieu au pyruvate, pauvre en nicotinamide, 
une fois leur croissance terminée, sont carencées en nicoti- 
namide ; mais cette carence ne porte que sur la nicotinamide 
du coenzyme I. L’addition d’acide nicotinique restaure, en 
effet, nous l’avons vu, la vitesse de déshydrogénation du 
pyruvate 4 sa valeur normale. Au contraire, la vitesse de 
déshydrogénation du glucose ne subit pas de changement au 
cours du vieillissement des cultures carencées, et cette vitesse 
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Tantgau IV. — Non-usure de la nicotinamide du coenzyme II 
dans un milieu au pyruvate de sodium. 


SE _._ | 


TEMPS DE REDUCTION EN SECONDES EN PRESENCE 


AGE : 
DENSITE 
de Ja culture de pyruvate de glucose 
optique : 
en heures ‘ 
reek -+-+ acide Nita ns + acide 
Témoin nicotinique Temoin nicotinique 
Expérience I : 
DOU tale. ac 52,0 300 | 165 | 250 | 255 
Expérience II : 
CLR ere 61,5 180 125 155 160 
4, Wee Ait me | 63 | 275 475 150 455 


Le temps de réduction est le temps nécessaire a la décoloration A 37°, par 4 cent. 
cubes de cullure, de 96 p. 100 de 250 y de bleu de méthyléne. La concentration en acide 
nicotinique dans le milieu de culture était de 3 y pour 150 cent. cubes de milieu. Les 
cultures ont été centrifugées et lavées une fois. Dans ces condilions, dans le témoin 
sans substrat, il n’y a pas, aprés 1 h. 30, de réduction visible de bleu de méthyléne. 


n'est pas modifiée par addition d’acide nicotinique. De nom- 
breuses expériences, dont les chiffres ne sont pas donnés ici, 
ont fourni les mémes résultats. Nous pouvons donc conclure 
que, chez Proteus vulgaris cultivé dans un milieu au pyruvate, 
il se produit une usure de la nicotinamide du coenzyme I, et 
non du coenzyme II. 


Discussion. 


Les expériences réalisées avec Proteus vulgaris montrent 
que pour cette bactérie, comme pour Hemophilus parain- 
fluenze, l’usure des coenzymes I et II est liée & leur fonction- 
nement. Par culture dans un milieu au pyruvate, carencé en 
nicotinamide — et dépourvu de glucose —, c’est-d-dire par 
culture dans un milieu ott le coenzyme II ne fonctionne pas, 
on peut obtenir des bactéries carencées en coenzyme I et non 
carencées en coenzyme II. Ces. expériences démontrent aussi 
que, conformément 4 Vhypothése émise par A. et M. Lwoff, 
lusure des coenzymes est due a l’usure de la nicotinamide de 
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ces coenzymes, puisque l’addition de nicotinamide a des 
cultures carencées est suivie du retour A la vitesse normale de 
déshydrogénation. Nous avons vu que cette usure se produit 
en l’absence de toute croissance, ¢’est-d-dire qu’elle est, dans 
une certaine mesure, indépendante des synthéses. 

Comment se produit cette usure ? L’hypothése d’une dispa- 
rition de la nicotinamide par attaque enzymatique lente ne 
semble pas devoir étre retenue. On comprendrait difficilement, 
dans cette éventualité, pourquoi l’usure serait liée au fonc- 
tionnement. 

Une autre hypothése doit étre envisagée. 

On peut, en tenant compte de la quantité d’acide nico- 
tinique apportée par l’ensemencement, de la quantité intro- 
duite dans le milieu et de l’usure au cours de la croissance, 
calculer la quantité d’acide nicotinique présente dans les 
bactéries au moment ot se produit l’inflexion. En mesurant 
leur activité réductrice, on peut calculer le nombre de 
molécules d’hydrogéne transportées par seconde par une 
molécule de nicotinamide. Si tout hydrogéne qui réduit le 
bleu de méthyléne était transporté par la nicotinamide, la 
valeur trouvée serait 10. Une partie de l’hydrogéne n’est 
vraisemblablement pas transportée par la nicotinamide ; si 
nous fixons arbitrairement a 50 p. 100 cette proportion, chaque 
molécule de nicotinamide pourra transporter par seconde 
4S molécules d’hydrogéne. Rappelons que A. et M. Lwoff (1937) 
ont trouvé un chiffre du méme ordre de grandeur pour Hemo- 
philus parainfluenze. 

Nous avons vu que, dans les milieux au_ glucose, 
l’usure de la nicotinamide est de 15 p. 4100 en une heure, 
c’est-a-dire qu’elle doit étre compléte en 24.000 secondes. 
En 24.000 secondes, temps nécessaire pour obtenir une usure 
compléte, chacune des molécules de nicotinamide a_ subi 
120.000 oxydations et 120.000 réductions. Il suffit qu’un 
« accident » se produise une fois sur ces 240.000 réactions 
pour expliquer l’usure observée. 

Nous avons raisonné jusqu’ici comme si, dans une bactérie 
contenant par exemple 24.000 molécules de nicotinamide, 
4 molécule était perdue chaque seconde pour le systéme de 
- déshydrogénase. Il est, en effet, impossible d’admettre que 
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chaque seconde toutes les molécules de nicotinamide se trans- 
forment en une substance possédant l’activité de la nicoti- 
namide diminuée de 1/24.000. Le phénoméne constaté, dispa- 
rition de 15 p. 100 de la nicotinamide par heure, n’est donc 
une « usure » que si on le considére globalement. 

Les expressions « usure » ou « empoisonnement » sont 
employées en général pour désigner la diminution d’activité 
des catalyseurs, mais le terme « usure » implique l’idée d’une 
diminution lente d’activité. Dans le cas des coenzymes I et H, 
il s’agit vraisemblablement de la transformation d’une molécule 
de nicotinamide en une molécule de « substance X », inuti- 
lisable comme constituant du coenzyme. 

Que représente la « substance X »? D’une part, ainsi que 
l’ont montré Warburg et Christian, la nicotinamide peut étre 
sur-réduite par lhydrogéne naissant en présence de noir de 
platine, la pyridine étant transformée en pipéridine ; cette 
transformation est irréversible. D’autre part, Warburg et 
Christian ont trouvé dans les globules rouges un composé 
pyridinique qu’ils ont supposé étre de la nicotinamide ayant 
subi une déshydrogénation anormale. L’hypothése a été émise 
par A. et M. Lwoff (14937) pour ce qui concerne H. parain- 
fluenze, que la destruction des codéshydrogénases pouvait 
étre due & une sur-réduction ou & une para-réduction de la 
nicotinamide. Cette hypothése reste valable pour Proteus X 19. 
Il est possible que la réaction qui caractérise |’ « usure » soit 
& Vorigine de certains dérivés des substances pyridiniques 
que l’on a trouvés dans l’urine de homme a cété de la nico- 
tinamide elle-méme. Nous renvoyons pour cette question au 
travail de C. Lataste (1939). 

Le rapport : nombre de molécules de _ nicotinamide 
disparues/nombre de molécules d’hydrogéne transportées, 
que l’on pourrait appeler « coefficient d’usure », représente 
donc en réalité la probabilité de la transformation irréversible 
nicotinamide —> « substance X » au cours du fonctionnement 
des coenzymes I et II. Cette probabilité, dans le cas de la 
réduction et de l’oxydation de la nicotinamide fonctionnant 
chez Proteus dans les conditions étudiées, est de 1 p. 240.000 
réactions environ. Ce chiffre représente bien eee un ordre 
de grandeur. 
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CONCLUSIONS. 


1° Proteus vulgaris X19 a été cultivé dans un milieu 
synthétique & base de sulfate d’ammonium et de glucose, 
la concentration en nicotinamide étant le seul facteur limitant 
le développement bactérien. Dans ces conditions, la courbe de 
croissance est une courbe en S caractéristique. 

2° Le temps de réduction d’une quantité déterminée de bleu 
de méthyléne par une quantité déterminée de bactéries a été 
mesuré aux divers stades du cycle de la croissance. Dans les 
heures qui suivent le moment ot la courbe de croissance passe 
par son point d’inflexion, le temps de réduction augmente de 
15 p. 100 en moyenne par heure. 

3° Pendant une période de deux & trois heures, il est 
possible, par addition d’acide nicotinique, de rétablir la vitesse 
de réduction du bleu de méthyléne & sa valeur inttiale. 

4° On peut, par passages successifs en présence de pyruvate 
de sodium comme unique aliment carboné, augmenter pro- 
gressivement la vitesse de déshydrogénation du pyruvate. 
Cette vitesse, qui représente, pour une souche normale cultivée 
en présence de glucose, 10 p. 100 de la vitesse de déshydro- 
génation du glucose, atteint 138 p. 100 aprés 35 passages en 
pyruvate. 

3° Une souche cultivée en présence de pyruvate comme 
unique aliment carboné montre une carence en coenzyme I et 
non en coenzyme II. 

6° L’usure de la nicotinamide des coenzymes I et II a leu en 
Vabsence de synthéses et est liée au fonctionnement de ces 
coenzymes. 

7° Le calcul montre qu’une molécule de nicotinamide — 
substrat glucose, température 37° — transporte environ 
53 molécules d’hydrogéne par seconde. 

8° Le rapport : nombre de molécules de nicotinamide 
disparues/nombre de molécules d’hydrogéne transportées, 
que l’on peut appeler coefficient d’usure, représente la proba- 
bilité de la transformation irréversible nicotinamide —> sub- 
stance X en fonction du nombre de réductions et d’oxydations 
-subies. Ce coefficient est de 1 p. 240.000 pour Proteus vul- 
yaris dans les conditions étudiées. 
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RECHERCHES QUANTITATIVES 
SUR LA REACTION DE WASSERMANN 
ET SES ANTIGENES 


par H. ROCHER et J. CHOUTEAU. 


(Institut Alfred-Fournier. Service de M. Levaditi.) 


PREMIERE PARTIE 


Relations entre la densité optique 
et l’activité des antigénes. 


Les relations entre la turbidité et lactivité antigénique 
des suspensions aqueuses d’extraits alcooliques d’organes, 
extraits utilisés dans la réaction de Wassermann, ont fait 
l’objet d’assez nombreuses recherches depuis Sachs et Ron- 
doni [4] (4908), jusqu’a Casselman [2] (1935). Le facteur étudié 
était le mode de dilution. Kolmer [3], en 1934, passant en 
revue les travaux précédents, constate que, d’une facon 
générale, les auteurs admettent qu’a concentration égale en 
extrait, la sensibilité (valeur antigénique) croit avec la turbi- 
dité. Mais cette régle n’est vraie qu’en moyenne, les écarts 
entre les sensibilités des suspensions de méme opacité étant 
souvent plus grands que l’écart moyen entre deux séries de 
suspensions d’opacité différente. 

Adamsky [4] a mesuré avec précision la variation de densité 
optique en fonction du temps. Elle est notable, mais n’explique 
pas lVirrégularité des résultats. 

Nous nous sommes proposé de comparer les variations de 
pouvoir antigénique et de densité optique de suspensions 
d’antigénes (réaction de Wassermann), soumises 4 des centri- 
fugations plus ou moins longues. 

Nous comparons donc des fractions d’une méme suspension, 


300 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


ce qui élimine les différences provenant du mode de dilution. 
Notre variable est la concentration des particules de la suspen- 
sion, lesquelles sont progressivement éliminées par la centri- 
fugation. 


MESURE DE LA DENSITE opTIQUE. — Nous nous servons du 
photo-colorimétre absolu a cellules photo-électriques de 
Bonet-Maury [5] et Rogozinski. 

Toutes les mesures ont été faites en lumiére blanche et sous 
une épaisseur de 1 centimétre. Nous avons constaté, dans ces 
conditions, sur des dilutions successives d’une méme suspen- 
sion, que la densité optique est proportionnelle 4 la concen- 
tration, c’est-a-dire que la suspension suit la loi de Beer. 


METHODE DE MESURE RELATIVE DU POUVOIR ANTIGENIQUE. — On 
prépare une suspension au 1/50 d’antigéne Debains (extrait 
de coeur de boeuf cholestériné), et l’on fait un certain nombre 
de dilutions successives au 4/5. Un premier tube contient la 
suspension initiale. On verse 4 cent. cubes dans un second 
tube qui contenait déja 1 cent. cube d’eau physiologique. Le 
mélange a pour concentration 1/50 x 4/5. On en prend 
4 cent. cubes que l’on verse dans le troisiéme tube, et ainsi 
de suite. 

Ces dilutions successives servent 4 faire une réaction de 
Wassermann-Debains (1) avec un méme sérum fortement 
positif. Nous avons utilisé avantageusement un mélange de 


(1) La modification de Debains, de la réaction de Wassermann, 
consiste 4 mettre en présence 0 c. c. 05 de sérum suspect, 0 c. c. 125 
@antigéne dilué au 1/50 dans l’eau physiologique et 0 c. c. 250 de 
sérum de cobaye dilué au 1/20. Aprés une heure environ accordée A la 
fixation, on ajoute 0 c. c. 125 de globules de mouton a 20 p. 100 et 
C c. c. 125 d’une dilution de sérum hémolytique correspondant a la 
dose minima donnant hémolyse totale avec les mémes doses de globules 
et de complément, et dans un volume égal a celui de Ja réaction. Cette 
dilution est déterminée par un titrage. L’hémolyse a lieu en vinet 
minutes au bain-marie 4 38°. 

La réaction se fait comparativement avec un témoin, ot Vantigéne 
est remplacé par un méme volume d’eau physiologique. Il doit étre 
totalement hémolysé. 

Pour préparer la suspension d’antigéne, on verse d’un seul coup l’eau 
sur l’extrait alcoolique, on transvase cing ou six fois, et on laisse murir 
cing minutes avant usage. 
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sérums positifs glycérinés [6] & 30 p. 100, qui nous a donné 
des résultats constants au cours de nos expériences. 

On utilise un tube témoin unique sans antigéne (Th). Les 
tubes 4 réaction sont centrifugés, et on mesure l’absorption de 
la solution d’hémoglobine, au moyen d’un photométre de 
Vernes muni d’un écran vert (Wratten 74). On mesure égale- 
ment l’absorption du tube témoin sans antigéne Th, qui pré- 
sente l’hémolyse maxima, et celle d’un autre tube To, qui 
contient des globules de mouton en présence d’eau physio- 
logique soumis aux mémes conditions que les autres tubes (tube 
d’hémolyse minima). 

On peut tracer une courbe en portant en abscisse les dilu- 


1 


Rapport hémolyse 


co) 


Nee. MeN R : b 
Concentration deécro/ssante dantigene (échelle logarithiniyue ) 


tions d’antigéne, et en ordonnées le rapport — dit « rapport 
d’hémolyse » — entre la différence d’absorption d’un tube 
a réaction et d’un tube To, et la différence d’absorption entre 
Th et To. Un sérum fortement positif donne une courbe du 
type de la figure 1. 

Le point de décollement a ne dépend, a ane constante de 
complément, que du sérum et de l’antigéne. Le point b, ot le 
maximum d’hémolyse est atteint, et la forme de la courbe, 
dépendent du systéme hémolytique employé. 

Cette courbe constitue notre instrument de mesure. 

Si on soumet 4 une action quelconque (centrifugation par 
exemple) une suspension d’antigéne dont la dilution corres- 
pond au point M, et si la réaction donne'un point figuratif 
d’hémolyse P, on voit, en tracant les lignes de rappel PQ 
et QR, que cet antigéne modifié agit comme de l’antigéne 
‘normal @ la dilution R. Nous convenons de dire que le pouvoir 
Avxnales de UInslitut Pasteur, t. 67, n° 5, 1944. 22 
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de cet antigéne a varié dans un rapport mesuré par MR. L’éta- 
blissement de cette méthode nous a conduits a plusieurs 
remarques sur la réaction de Wassermann, qui sont exposées 
dans la deuxiéme partie de ce travail. 


I. — ULTRACENTRIFUGATION D ANTIGENE 
EN SOLUTION ALCOOLIQUE. 


Nous avons tenu a vérifier l'état de solution vraie dans 
Valcool du support du pouvoir antigénique. Pour éela, on 


7 
— dilutions aantigéne temo/n 
09 x oA//utions d/antigene centrifuge 
08g 
07 
06 
& 
= 
‘Sue 
§ 
x 04 
& 
v Os 
Q 
~ 02 
Re 
07 
0 vf 7 7 7 
153 23. 372 SE2 


8 
Concentration aantigéne 


place dans la coupelle d’une ultracentrifugeuse de Bardet 
(diamétre : 43 millimétres) 4 cent. cube d’antigéne Debains, la 
coupelle étant garnie a sa périphérie de 4 bandes de papier 
filtre de 34133 millimétres qui retiennent le dépdt [7]. Aprés 
un certain temps de centrifugation, on. prépare avec le ‘contenu 


> ¢ - t . 4 : 4 
va ry wins yu de 3 ya os by 
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une suspension aqueuse, dont on fait une, deux ou trois dilu- 
tions comprises dans la zone caractéristique ab de la courbe 
et on réalise la réaction de Debains simultanément avec une 
série de dilutions comprises dans la zone ab. Voici les résul- 


tats obtenus 
TaBLEAu I. 


ACCELER ‘TION 
rapportée RESULTAT 
a la pesanteur , 


TEMPS 
EXEMPLE de centrifugation 
en heures 


VITESSE 
en tours/minute 


15,10 95.000 202 000 - Inchangé. 
= 2,42 94.000 497 000 | Inchangé. 
3,45 93.000 193.000 Inchangé. 


La vitesse était mesurée au stroboscope. 

Voici, & titre d’exemple (fig. 2), le diagramme obtenu pour 
l’expérience 3. Les écarts sont de l’ordre de la dispersion des 
résultats. 

L’ultracentrifugation d'un antigéne en solution alcoolique 
ne modifie donc pas ses propriétés. 


Il. — CENTRIFUGATION DES SUSPENSIONS AQUEUSES. 


On utilise une centrifugeuse Jouan,- dont la vitesse est 
appréciée au stroboscope et avec un compte-tours. On verse 
3 cent. cubes de suspension dans des tubes-a hémolyse dont 
le fond est garni de 1 gramme de verre pilé, tamisé entre 
deux toiles métalliques, dont les ouvertures sont respecti- 
vement 1 mm. 4 et 0 mm. 7 de cété. On laisse ces tubes dans 
la centrifugeuse tournant 4 vitesse constante, pendant des 
temps différents. On conserve dans les mémes. conditions, 
sans le centrifuger, un tube qui sert de témoin. On pipette 
ensuite avec soin, prés de la surface, 4 cent. cube, puis un 
autre cent. cube de suspension centrifugée, qui sont étudiés 
séparément. On mesure les densités optiques des solutions 
centrifugées et du témoin au photométre de Bonet-Maury et 
Rogozinski. On soumet ensuite ces solutions amenées & une 
dilution convenable (voisine du point a de la fig. 4) A ume 
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réaction de. Wassermann-Debains, et on calcule par le moyen 
graphique indiqué plus haut, la concentration apparente en 
« pouvoir antigénique ». 

On peut alors tracer deux courbes : l’une de densité optique 
et autre de pouvoir antigénique en fonction du temps de 


Densite 12° prélevement ¢ 
ig ° ptig ue af 22 es 
09 Pouvoir 7£" predévement x 


ee 2? xX 


antigénique 


Concentration:. 


05 7,0 1.5 20 2.5 
Temps en heures. 


centrifugation. Comme pour chaque tube centrifugé, les 
résultats photométriques ou I’hémolyse des deux prélévements 
sont égaux, ou différent d’une facon désordonnée, on doit 
admettre que, dans nos conditions opératoires, le liquide qui 
‘surmonte le verre pilé est brassé a l’arrét de la centrifugeuse, 
ce qui-empéche de constater une échelle de concentration. On 
choisit donc comme point. ees la ant yenes des résultats 
des deux prélévenients. 
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Voici, a titre d’exemple; les résultats de l’expérience n° 4. 


TasLeau I]. — Vitesse, 4.000 tours/minute; rayon, 8icent. 4; 
accélération centrifuge, 1.500g, d’ou la courbe figure[3. 


TEMPS DE CENTRIFUGATION EN HEURES — 


0 | 0,5 1,0 4,5 2,0 2,5 


ce rf ee | ee eee eS 


-Prélévements. . .| 1 


4 2 4 2 i 2 
Densité optique .} 0,088 | 0,045 | 0,043] 0, 
0 0 0 


2 4 2 Aric) 12 
27 | 0,026 | 0,022 | 9,028 | 0,019 | 0,048 | 0,018 }0, 014 
| Densité optique rap- 
- portée au témoin | 1,00 
Concentration ap- 
parente rapportée au i ; 
TEMOIM 32.5 5. 1,00 | 0,67 | 0,73: | 0,60 | 0,59 | 0,59-1 0,55 10,42 | 0,58 | 0,39 [0,54 


0 
531° | 0,29 | 0,25 | 0,32 | 0,21 | 0,24 | 0,20 |0,16 


| 40 — Densité optique 
x Pouvoir antipenique 


Concentratio 
S 
wW 


02 

07 
Os LOR 2 ELS, 2,0 2,5 

Temps en heures . 
he lahn TS 
aos 2 2 2 2 4 

Experiences 3. 3 3 3 “3 
utilisées. 4 4 4 4 0 & 
ae cw) & =) 2 5 
6 6 6. 6 6 
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La figure 4 est donnée par les moyennes de plusieurs expé- 
riences de centrifugation faites sur des suspensions différentes. 
On trouve sous les abscisses les numéros des expériences dont 
les moyennes ont fourni les points correspondants des courbes. 

La courbe des densités optiques est au-dessous de la courbe 
de pouvoir antigénique. Le fait se vérifie pour toutes les 
expériences. 

La suspension perd environ deux fois plus rapidement sa 
densité optique que son pouvoir antigénique. Il semble donc 
qu’il existe deux sortes de particules dans la solution: les unes 
légéres, douées de pouvoir antigénique, les autres plus lourdes 
et d'un pouvoir antigénique plus faible ow nul. Ces derniéres 
se centrifugeant plus vite, font que la solution perd plus de 
son opacité que de son pouvoir antigénique. On peut se 
demander si cette hétérogénéité est due au fait que lantigéne 
est cholestériné. Des expériences sont en cours a ce. sujet. 


Il. — Dispersion DES RESULTATS 
DES MESURES DE DENSITE OPTIQUE 
ET DE POUVOIR ANTIGENIQUE DE DIVERSES SUSPENSIONS. 


On réalise plusieurs suspensions dans des conditions nor- 
males identiques. On mesure leurs densités optiques et lon 
soumet & une réaction d’hémolyse plusieurs dilutions de 
chacune de ces suspensions. On donne en tableau pour chaque 
expérience : la densité optique et le rapport d’hémolyse moyen 
des dilutions considérées pour chaque suspension. Ces chiffres 
n’ont pas de valeur absolue et ne sont pas comparables d’un 


tableau a l'autre. 
TaBLEAv III. 


SUSPENSION DENSITE OPTIQUE Bere ee) 
i 1¢ GLAS eR ee ee 0,014: 0,204 
Di se <option cas Sale ae 0,087 0,392 
PIRES RCA Wem e dian 0,063 07410 

Tapreau IV. 

SUSPENSION DENSITE OPTIQUE  eeheeadlecovie 
t.. Dee See ee 0,016 0,797 
EY Ce ee es i re pe a es. 0,016 ‘ 0,795 
Ps ee aie, ey sige Gee 0,835 
ise aman rarer ce Kn ke eon ae 0,733 
Bins ye ee ee eae 07034 0; 848 
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Mise & part la suspension 4 du deuxiéme tableau, on voit 
quil y a un certain parallélisme entre la densité optique et le 
degré d’hémolyse. Celui-ci étant inverse du pouvoir anti- 
génique, il semble que, dans les conditions ot nous nous 
placgons, plus la suspension est opaque, plus son pouvoir de 
fixation du complément est faible. On ne peut pas dire que 
ce fait soit en contradiction avec les expériences de Sachs et 
Rondoni (loc. cit.). Les suspensions comparées par ces auteurs 
ont des différences d’opacité visibles & l’ceil nu, ce qui n’est 
pas le cas des nétres. On peut dire que ces auteurs ont examiné 
deux catégories de suspensions et que nous comparons entre 
elles diverges suspensions de l’une de leurs catégories. 


IV. — INFLUENCE DE LA TEMPERATURE 
_SUR LA FORMATION DES SUSPENSIONS. 


On prépare plusieurs suspensions, en amenant la solution 
alcoolique et l’eau salée 4 une température déterminée avant 
de faire les mélanges, et on soumet aux mémes mesures que 
précédemment. 


TaBLeau V. 
TEMPERATURE ny RAPPORT MOYEN 
en degrés PEPE ORrtOve @hémolyse 
Ua a stcae cae hrecr se Nersatetourel jesse warie.ras gh ied Ue 0,120 0,700 
(ie? Se Bo eG Boece age teat UC eS Or ra a er OOS 0,686 
Aig ER eS ey ESE Boa et ot etree Seema eres 0,090 0,509 
AUIS, Baecrat c i. DO Ss ISA ey ng ee 0,089 0,756 
ETA OP ric Sten ee MT ear Me Ry acne 0,079 0,680 
ZEN SS i esate oe eee PN, ery Deteorem ce 0.094 0,638 
INU. ose 3B acs hoe aba c piven ele tone (pce onileal ty SD 0,074 0,653 
WS a CRETE «Mere Anes | Elec avg ee rere tae *. 0,084 0,675 


TasLeau VI. 


ui p P RAPPORT MOYEN 
Sass pensiné optrqus “™ANFORT Mo) 
(op eS ee ion aly et a hire SOME ON mx giana eros 0,069 — 0,216 
(Le CS eae oon, ARO PRC in eee Nec Log Ean aa 0,074 05,240 
OX parcial SR En SP lle ca ohare See cy are 0,064 0,172 
CTO a soars OP EEE Fer RATS ACC gO Che A Ce ee an 0,069 0,245 
OME cake Bals Bicee acu sat kuch Aon 1s nies ines saver ts 0,064 0,220 
LVS oe 2 ig WSS Soe aT i oe mn nt 0,060 : 0,256 
UAVS ager ae ee Re Mer ee clots ee er Garr ars te geinc ier © 6 0,060 0,407 
Tha Sr okae fe wae eee RN on STO ee Shag Meee CES sya SOS 0,062 0,391 


A l'exception des deux ‘suspensions faites 4 20° pour le 
tableau IV, ces tableaux montrent. pour chaque température 
une bonne concordance des densités optiques et une bonne 


coe) 
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concordance des degrés d’hémolyse. Il semble que la densité 
optique des suspensions diminue légérement avec la tempé- 
rature, mais on ne peut affirmer que celle-ci ait une imfluence 
sur le pouvoir antigénique. 


DEUXIEME PARTIE 


Remarques quantitatives sur la réaction de Wassermann. 


A. — INFLUENCE DE LA QUANTITE DE SENSIBILISATRICE, 


Nous avons cherché l’influence de la quantité de sensibili- 
satrice sur les courbes du type de la figure I. Pour cela, nous 


110 
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Tl ie ee o 
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avons fait quelques réactions avec un méme sérum et de 
mémes dilutions de suspension d’antigéne, et avec des doses 
variables de sérum hémolytique qui, rapportées 4 la dose 
minima donnant hémolyse totale, sont, pour la courbe A : 0,34, 
pour B : 0,49, pour CG : 4, et pour D : 2,9. On porte en 
ordonnées, non pas le rapport d’hémolyse; mais le degré 
photométrique Vernes des solutions étendues de leur volume 
d’eau pour des raisons de commodité, et mesurées dans des 
cuves de 4 centimétre d’épaisseur. En abscisse, on porte 
Jes concentrations -d’antigéne. On obtient une série de 
courbes. (fig. 3). Ces courbes s’élévent a partir de la méme 
dilution d’antigéne, et s’élévent d’autant plus haut qu’il y a 
plus de sérum hémolytique. Elles sont semblables aux courbes 
de Manwaring [8], qui ne .concernaient -qu’un mélange 
d’hématies, de complément et de sensibilisatrice: On voit que, 
pour une dose suffisante de sérum fortement positif; l’antigéne 
fixe une dose de complément qui lui est proportionnelle. 
Au-dessus d’une certaine dose d’antigéne, il ne reste plus de 
complément. Il ne manifeste plus d’action hémolytique quelle 
que soit la dose de sensibilisatrice. Au-dessous de cette dose 
critique d’ antigéne et & mesure que celui-ci diminue, le com- 
plément libre apparait progressivement. 


B. — Emptois DIveRs 
DE LA METHODE DE DILUTIONS D’ANTIGENE. 


Beaucoup d’auteurs ont reconnu l’intérét de confronter les 
sérums avec. des doses variées d’antigéne : Boerner et 
Lukens [9], par exemple, pour ]’étude, des antigénes ; pour 
les réactions de contréle du traitement, de la syphilis, Lancelin 
et. Séguy [40] ont proposé l’emploi de 8 dilutions d’antigéne. 
L’emploi systématique du photométre. pour titrer les solutions 
d’hémoglobine donne a cette méthode, une assez grande pré- 
cision. L’utilisation du rapport de l’hémolyse des tubes a 
réaction & ’hémolyse du. témoin sans anhaene, permet d’éli- 
miner les erreurs provenant : : 

a) D’un réglage imiprécis du syst8me Rag MGee: he tube 
témoin peut n’étre pas complétement hémolysé. On a méme 
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intérét & choisir un systéme hémolytique un peu faible, qui est 
influencé par la moindre disparition du complément. 

b) De action anticomplémentaire possible du sérum. 

c) De l’action hémolytique possible du sérum. 


1° EvALUATION DE LA POSITIVITE D’UN SERUM, — -Les essais 
faits sur différents sérums montrent que la.dose d’antigéne 
minima de fixation totale du complément varie suivant les 
sérums (fig. 6, courbes a, b, c). Pour les sérums moyennement 
positifs, la dilution de 4/50 est encore insuffisante pour fixer 
tout le complément (fig. 6, courbe d). Pour les. plus faibles 


i 


Rapport A hemolyse 


50 b camew 300 
Concentration Aantigéne 


enfin, l’allure de la courbe est telle qu’il semble que la fixation 
totale, avec les doses de complément employées, serait 
impossible’ quelle que soit la concentration de l’antigene 
(fig. 6, courbe e). 

‘On voit que l’emploi d’une seule dose d’antigéne ne peut 
‘donner d’échelle de positivité que dans certaines limites. Avec 
une concentration d’antigéne de 1/30, les sérums correspon- 
dant aux courbes a, b et ¢ seraient tous également considérés 
comme totalement positifs. Notre méthode, au contraire, peut 
permettre de définir quantitativement la positivité d’un sérum 
par V’aire comprise entre la courbe ‘et l’axe d’hémolyse 
maxima. ‘Th est évident, toutefois, que, sous la forme exposée 
ici, notre procédé est un instrument de recherche trop com- 
pliqué pour la pratique. La sensibilité de la méthode peut étre 
acerue- pour des sérums faiblement positifs, en centrifugeant 
apres la réaction, et en’ remplacant la solution d’hémoglobine 
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par de l’eau distillée qui dissout les culots. Les différences de 
coloration s’apercoivent alors beaucoup mieux que sur les 
solutions décantées (1). 


9° INFLUENCE DE LA DILUTION DU. SERUM SPECIFIQUE. — On 
établit les courbes. de mélange de sérum positif glycériné 
et de sérum négatif glycériné, et les courbes du méme sérum 
positif glycériné, mélangé d’eau physiologique. On constate, 
en outre, que la dilution par un sérum négatif diminue plus 
la fixation du complément que la dilution par de l’eau physio- 
logique. Ceci confirme les observations de Ronchése [42] et de 
Niethammer [43]. Le phénoméne rappelle celui des solutions 
tampon ; la dilution par l’eau physiologique change la concen- 
tration des protéines, tandis que la dilution par un sérum nor- 
mal change leur état (fig. 7 et &) : 


3° COMPARAISON DES ANTIGENES. — On peut tracer des courbes 
i partir d’un méme sérum fortement positif et de plusieurs 
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antigénes, préparés de la méme facon. Voici (fig. 9) les 
courbes de 3 antigénes différents. A et B sont deux antigénes 
de coour de boeuf épuisés & l’acétone et cholestérinés ; C est 
un antigéne de coeur de boeuf épuisé a l’éther et non thoiee: 
tériné. Ces courbes permettent un classement facile par ordre 
de sensibilité. Il conviendrait, pour juger ces ‘antigénes; de 


() Dans un fara en .cours, nous étudions la variation pendant le 
traitement, de sérums de sujets atteints de syphilis secondaire. Le 
résultat sera publié ultérieurement. 


& 
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comparer leurs pouvoirs anticomplémentaires, en tracant les 
courbes d’hémolyse en présence de sérum normal, et avec des 
dilutions plus concentrées d’antigénes. 

Boerner et Lukens [9], confirmés par Kolmer [44], ont pro- 
posé une méthode de mesure dela dose, optima des antigénes, 
basée sur l’existence d’un maximum de fixation du complé- 
ment pour une certaine dose d’antigéne. Selon ces auteurs, 
cette dose serait indépendante du sérum. Nous ne croyons pas 
que cela soit exact. Nous avons observé un sérum pour lequel 
le maximum de fixation avait lieu pour une concentration 
d’antigéne de 1/300. Pour d’autres, la concentration optima 
était supérieure & 4/50. La dose optima d’antigéne dépend 
‘donc, entre autres, du sérum étudié. 

Il en résulte qu’on ne peut pas tirer de la réaction de 
Wassermann toute sa sensibilité, si on ne la fait pas avec des 
proportions diverses d’antigéne. 
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ETUDE DES RADICAUX ACETYLES LIES 
AUX PROTEIDES SERIQUES 


(DEUXIEME MEMOIRE) 


par J. TABONE. 


DETERMINATION PHYSICO-CHIMIQUE 
DE LA NATURE DE LA LIAISON DE L’ACIDE ACETIQUE 
AVEC LA MOLECULE PROTEIDIQUE 


Dans cette partie de notre travail nous nous proposons 
d’élucider le mode de liaison de l’acide acétique avec le reste 
de la molécule protéidique en analysant les courbes d’hydro- 
lyse acide et alcaline (*) du sérum et en comparant ces courbes 
& celles obtenues & partir de composés acétylés dont nous 
avons fait la synthése. Sale 


A. — Etude des courbes d’hydrolyse du sérum. 


CONSIDERATIONS GENERALES 
RELATIVES A L’ETUDE DES COURBES: D HYDROLYSE. 


Les réactions d’hydrolyse en milieu acide sont des réactions 
pseudo-monomoléculaires, c’est-a-dire qu’elles sont représen- 
tées par des équations de méme forme que les réactions mono- 
moléculaires vraies mais, tandis que pour ces derniéres la 
constante d’hydrolyse est, indépendante de la concentration 


(*) Nous venons de voir les raisons pour lesquelles nous. avons rejeté 
l'emploi de la soude comme agent d’hydrolyse dans le dosage de 
acide acétique. Cependant, dans le cas présent, ces arguments perdent 
de leur importance puisque nous nous proposons de considérer ici 
moins les valeurs absolues des points de la courbe que leurs valeurs 
relatives, c’est-a-dire finalement l’allure de la courbe. 
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initiale, pour les réactions pseudo-monomoléculaires la cons- 
tante d’hydrolyse (k’) est fonction de celle-ci. L’équation des 
réactions pseudo-monomoléculaires est donc : 


Dans les expériences qui suivent, c représente la quantité 
d’acide acétique libéré au temps t et c «la totalité de lacide 
acétique fixé sur la substance. 

Afin de faciliter 1’étude des courbes d’hydrolyse acide (*) 
nous avons utilisé le-papier quadrillé ordinaire sur lequel le 


; r . C:, ‘ v4 
temps est porté en abscisse et les valeurs de ce ordonnée 


et le papier semi-logarithmique sur lequel le temps est porté 


? Co : 
en abscisse et les valeurs de dn epee en ordonnée..: 
En ce qui concerne l’hydrolyse alcaline, nous avons jugé 
; Z ae ees 
sulfisant_d’étudier les_courbes_—> = f(t) tracées_sur_ papier 


quadrillé ordinaire. 


4° COURBE D’HYDROLYSE ACIDE A 100° (sERUM N° V) [**]. — 
Chaque point de la courbe a été obtenu de la fagon suivante : 
dans un ballon 4 rodage, d’un volume de 30 cent. cubes, 
contenant 10 cent. cubes de sérum dialysé, on verse 10 cent. 
cubes d’une solution N d’acide paratoluénesulfonique préala- 
blement porté 4 100°. Le ballon est ensuite adapté a un réfri- 
gérant ascendant et plonge jusqu’a la base du col dans un 
bain-marie a I’ébullition. Au début de I’hydrolyse on a soin 
dagiter l’ensemble constitué par le ballon et le réfrigérant 
afin d’homogénéiser le mélange. L’hydrolyse est arrétée le 
plus rapidement possible, pour cela on retire le ballon sur- 
monté ‘du réfrigérant, on le plonge dans l’eau a 0°, tandis 
qu’on introduit, par l’orifice supérieur du réfrigérant, 10 cent. 
cubes de solution de soude N. On retire enfin le ballon, on 


(*). Toutes’ les courbes d’hydrolyse acide tracées sur: paper: ee 
. Jogarithmique sont réunies.dans: un méme tableau (voir’ p: 59). 

(**) Le sérum qui aj fait l’objet de cette étude est celui.du ae ee 
cheval normal. 
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acidifie l’hydrolysat par addition d’une solution  d’acide 
citrique & 50. p. 400 (*) et on distille dans les conditions déja 
indiquées, en prenant soin d’ajouter I ou II gouttes d’alcool 
octylique secondaire. Les opérations sont ensuite conduites 
comme il a été indiqué pour le dosage de l’acide acétique. 


Tasteau V. — Hydrolyse acide 4 100° (sérum n° 5 : 
GC wm=—2c.c. 35 N/20). 


NaOH N/20 (1) 


(centimétres cubes) 


|e 


DUREE 


Q 
8 


{er distillat Q¢ distillat - Différence 
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(1) Dans ce tableau, et dans les tableaux qui suivent, les chiffres placés sous la rubrique 
« 1° distillat » correspondent a l’acidité exprimée en centimétres cubes d’acide N/20. des 
distillats provenant de l’entrainement par la vapeur d’eau de la totalité des acides volatils 
contenus dans les hydrolysats et les chiffres placés sous la rubriqne « 2° distillat » 
expriment la teneur en acides volatils de ces mémes-distillats aprés quils aient été traités 
par l’oxyde rouge de mercure. 


La teneur du sérum en acide acétique a été déterminée sui- 
vant la technique déja décrite. Les résultats: obtenus sont 
reproduits dans le tableau V. 

L’examen de la courbe (voir fig. 3) montre que celle-ci s’in- 
fiéchit entre les points ayant pour abscisses deux heures et 
trois heures et que l’on peut situer le centre de l’inflexion au 


point ayant pour ordonné —= = 0,50 et pour abscisse t = 


deux heures trente. Ce point divise donc la courbe en deux 
portions dont les projections sur l’axe des ordonnées sont sen- 


(*) Nous avons préalablement constaté que la solution d’acide 
citrique 4 50 p. 100 ne libére pas d’acide acétique quand elle réagit 
sur le sérum’ dans les conditions qui sont celles adoptées pour 1’en- 
trainement des acides volatils. De sorte que nous n’avons pas 4 craindre 


de voir l’hydrolyse se poursuivre au cours de la fae eee. de l’acide 
acétique. 


RADIGAUX ACETYLES LIES AUX PROTEIDES SERIQUES — 317 


siblement égales mais dont les projections sur l’axe des 
abscisses sont trés différentes (pour la premiére portion 
t — to = deux heures trente, pour la seconde portion 
t — to > six heures). 

Des constatations semblables doivent étre faites sur la 
courbe tracée sur papier semi-logarithmique (voir page 333). 
On obtient, dans ce cas, deux portions de droites décalées l’une 
par rapport a l’autre et ayant des pentes différentes. Cette 
discontinuité s’observe entre les points d’abscisses deux heures 


aS 
Coco 
1 


as 


4 7 2 3 4 J 6 7 8 
Temps en heures 


Fic. 3. — Courbe dhydrolyse acide du sérum a 100°. 


et trois -heures, c’est-a-dire qu’elle correspond & l’inflexion 
de la courbe précédente. 


2° COURBE D’HYDROLYSE ALCALINE A 400° (sERUM N° V). — 
Cette courbe a été obtenue de la méme facon que la courbe 
précédente sauf que l’on a utilisé la solution de soude N 
comme agent d’hydrolyse et qu’on a-arrété l’hydrolyse par 
addition de 10 cent. cubes d’une solution d’acide citrique a 
50 p. 100. Le sérum étudié est le méme que le précédent. Nous 
précisons que |’hydrolysat aprés distillation est entrainé & 
cing reprises par addition de 40 cent. cubes d’eau, de sorte 
que les conditions de distillation et d’entrainement se trou- 
vent étre rigoureusement identiques pour chacun des points 


de la courbe. Les résultats obtenus sont reproduits dans le | 
tableau VI. 
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Tasteau VI. — Hydrolyse alcaline 4 100° (sérum n° Bo: 
CG o=—2c.c. 35 N/20). 


NaOH N/20 
DUREE (centimétres cubes) C 
\ © 
1° distillat Qe distillat Différence 

40 m 4,22 0,60 0,62 0,25 

1h. 20 m 152 0,83 0,69 0,35 

2h. 30-m 2,20 4,22 0,98 0,54 

3: tl gues aan 2,50 1,42 Aes 0,60 

3 hi. oUt 2,62 41,47 4,45 0,62 

AD ei cet Stee 2. 90 4,49 4,44 0,63 

LM ee eaty eet 3,00 1,90 4,10 0,80 

TO Le eSB G ios ee 4,10 2,20 4590 0,93 

ce I I 

aCe 
Cos 


05 


6 7 
Temps en heures 


Fic. 4. — Courbe d’hydrolyse alcaline du sérum a 100°. 


La courbe de la fig. 4 présente comme fait remarquable 
l’existence d’un palier horizontal qui s’étend de la troisiéme 


& la quatriéme heure, le palier a pour ordonnée —— = 0,60 (*). 


Il divise la courbe en deux portions dont les projections sur 
V’axe des ordonnées ont des valeurs peu différentes (*) mais 
dont les projections sur l’axe des abscisses ont des valeurs trés 
inégales (pour la premiére portion t—to = trois heures ; 
pour la seconde, t—to = quatre heures quarante et une. 


3° COURBE D’HYDROLYSE ALCALINE 4 34° (séRUM N° III). — Le 


(*) En corrigeant la valeur de cette ordonnée, de facon A tenir compte 
des acides secondaires présents dans ces distillats en méme temps que 
Vacide acétique, on trouve une nouvelle valeur qui est voisine de 0,50. 
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x 


sérum et la solution N de soude sont versés dans un tube a 
essai que l’on bouche soigneusement et que l’on place dans 
un thermostat & 34°. La suite des opérations est identique a 
celle de l’expérience précédente. Dans la courbe ci-dessous 
on porte en ordonnée les valeurs de c (on n’a pas déterminé 
pour ce sérum la valeur de co ). 

Les résultats obtenus sont reproduits dans le tableau VII. 


TasLeav Vil. — Hydrolyse alcaline 4 34° (sérum n° 3). 


NaOH N/20 


DUREE (centimétres cubes) 


en jours 


1° distillat 2Q* distillat Différence 


0,70 
1,06 
1,09 
4,13 
4,43 


Qa Or 8 810 214° AG. 18 
, Temps en sours 


Fic. 5. — Courbe d@hydrolyse alcaline du sérum 4 31°. 
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Cette courbe, comme la courbe précédente, est caracterisee 
par l’existence d’un palier horizontal, celui-ci s’étend du 
sixiéme au onziéme jour. 


RESUME. 


Les courbes d’hydrolyse acide et alcaline du sérum s’inflé- 
chissent de part et d’autre d’un point dont l’ordonnée a une 


ree c 
valeur voisine de —— = 0,50. 
Ce 


La présence de cette inflexion et la valeur de son ordonnée 
rendent vraisemblables les hypothéses suivantes : 

4° Il existerait dans le sérum deux types de groupements 
acétylés ayant des vitesses d’hydrolyse trés différentes (*). 

2° La valeur de la constante d’hydrolyse (K’) relative au 
groupement dont la vitesse d’hydrolyse est la plus faible n’est 
pas constante, elle croitrait notablement lorsque le groupe- 
ment dont la vitesse d’hydrolyse est la plus grande est prati- 
quement totalement hydrolysé. 

3° Les deux groupements acétylés existeraient dans le 
sérum en quantité sensiblement égale. La concentration molé- 
culaire de chacune des deux substances acétylées serait ainsi 


de 1,2 = dans le cas du sérum de cheval (voir p. 342). 


B. — Etude des courbes d’hydrolyse 
de quelques substances biologiques acétylées. 


Ces courbes ont été obtenues a partir de l’acétylglucosamine 
et de trois acides aminés acétylés : l’acétylglycocolle, l’acétyl- 
proline et la diacétylcystéine. 


PRINCIPE DE LA METHODE D ACETYLATION 
AU MOYEN DU CETENE. 


Les dérivés acétylés qui font l'objet de cette étude ont été 
obtenus par acétylation au moyen du céténe. On sait que le 


(*) La vitesse d’hydrolyse variant en fonction du temps, il est néces- 
saire d’envisager les valeurs des vitesses au méme instant t, quand on 
compare entre elles les vitesses d’hydrolyse des groupements acétylés. 
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céténe donne des produits d’addition avec les alcools, les 
phénols, les thiols, les amines, etc. Ces réactions se font d’ail- 
leurs avec des vitesses trés différentes. C’est ainsil, en parti- 
culier, que le céténe se combine beaucoup plus rapidement 
avec les fonctions amines qu’avec les fonctions alcools. 

Dans le cas des acides aminés, le céténe réagit suivant la 


formule 
oe fa — CO*H + CH?= CO —> R — CH*— CO*H 


NH? NH.CO — CH? 
Le céténe lui-méme est obtenu par pyrogénation de l’acé- 
tone, ala température de 300° a 600°. 


CH* — CO — CH’ —> CH* = CO + CH* 


A température plus élevée, le céténe se décompose & son 


tour 
2CH? = CO —> 2C0 + CH? = CH* 


et, & la température ordinaire, il se polymérise pour donner 


le dicétocyclobutane 
Wc CO 
2CcH#=CO—> | | 
OCG — CH? 


Ces réactions sont a la base de la technique d’acétylation 
mise au point par Bergmann (41) dans un travail sur l’acé- 
tylation des acides aminés et des peptides, puis adoptée, aprés 
quelques modifications par Herriot et Northrop pour 1’acétyla- 
tion de la pepsine cristallisée, par Stern et White (42) pour 
l’acétylation de lVinsuline, par Velluz (43) qui a étudié les 
propriétés des toxines diphtérique et tétanique aprés acétyla- 
tion, par Goldie et Sandor (44) dans leurs travaux sur l’acé- 
tylation du sérum antitétanique. 

L’appareil que nous avons utilisé est celui proposé par 
Herriot (45). Le filament de tungsténe a un diamétre de 5/100 


(41) Beromann et STERN. Ber. chem. Ges., 63, 1930, p. 487. 

(42) Stern et Wurre. Journ. of biol. Ghem., 122, 1938, p. 371. 

(48) Vextuz. Bull. Soc. chim. biol., 18, 1936, p. 1716 et C. R. Soe. 
Biol., 127, 1938, p. 35. 

(44) Goxpre et Sanpor. C. R. Soc. Biol., 1380, 1939, p. 1530. 

(45) On trouvera la description de l’appareil utilisé par Herriot puis 
par nous-mémes dans : Journ. Gen. Phys., 18, 1935, p. 69. 
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de millimdtre et une longueur de 46 centimétres environ, 
Vintensité du courant qui le traverse est de 1 ampére. Ces 
conditions sont celles déterminées par Sandor et Goldie (46). 
Elles doivent étre scrupuleusement observées pour que l’acé- 
tylation ait lieu avec une vitesse convenable. 

L’acétylation, elle-méme, est conduite comme suit : on verse 
dans un ballon de 800 cent. cubes, contenant quelques frag- 
ments de porcelaine poreuse, environ 300 cent. cubes d’acétone 
pure du commerce. On porte & I’ébullition et l’on prolonge 
celle-ci assez longtemps pour que l’air soit complétement 
chassé. A ce moment on branche Ie courant sur le filament de 
tungsténe. La durée de l’acétylation sera précisée pour chacune 
des substances étudiées. 


ErupE pE LA N ACETYLGLUCOSAMINE. 


SynTHEsE DE LA N ackTyGLucosaAMINE. — Principe : Le dérivé 
N acétylé de la glucosamine a été obtenu par F. Zuckerkandl 
et L. Messiner-Klebermass (47) en faisant réagir la glucosamine 
sur l’anhydride acétique en présence d’alcool méthylique. 


Nous avons pensé qu'il était possible de préparer ce méme~ 


composé par action du céténe sur la glucosamine en solution 
aqueuse. Nous savons, en effet, que dans ces conditions les 
groupements acétylés se fixent uniquement sur la fonction 
amine et que les fonctions alcools restent inaltérées. 

Cependant, nous avons rencontré, au cours de la mise au 
point de notre technique, quelques difficultés que nous nous 
proposons d’exposer ici. 

De nombreux essais nous ont montré qu’il n’est pas pos- 
sible d’obtenir une acétylation compléte de la glucosamine en 
solution aqueuse méme si l’action du céténe est prolongée 
pendant plusieurs heures. En effet, la vitesse d’acétylation qui 
est grande au début de la réaction se ralentit rapidement et 


Yon constate qu’elle devient sensiblement nulle aprés une 
heure. 


(46) Sanpor et Gotpme. Bull. Soc. chim. biol., 20, 1938, p. 1130. 


(47) ZucKERKANDL et MessiveR-KLEBERMass. Biochem. Z., 236, 1981, 
p. 19. 3 
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Nous avons pensé que le phénoméne inhibiteur que l’on 
observe est di a la grande quantité d’acide acétique qui se 
forme au cours de la réaction. 

Nous rappelons d’ailleurs que Herriot et Northrop (48) ont 
rencontré une difficulté semblable au cours de leurs travaux 
sur l’acétylation de la pepsine. Ces auteurs ont été conduits 
a éliminer, par dialyse, l’acide acétique afin de pouvoir pour- 
suivre plus loin l’acétylation de la pepsine. 

Dans la technique que nous proposons le principe est le 
méme, cependant l’acide acétique formé est éliminé par entrai- 
nement par la vapeur d’eau. 

Nous pensons que dans nos expériences sur l’acétylation de 
la glucosamine, comme dans celles de Herriot et Northrop sur 
l’acétylation de la pepsine, l’acide acétique formé au cours de 
lacétylation agit sur les fonctions susceptibles de s’acétyler 
en modifiant leur degré d’ionisation. 

Technique : La technique adoptée est la suivante : le 
chlorhydrate de glucosamine (4 gr. 433) est dissous dans de 
Veau distillée (environ 60 cent. cubes), on ajoute a cette solu- 
tion un poids d’acétate d’argent équivalant a celui du chlor- 
hydrate de glucosamine (3 gr. 4483). I se forme un précipité 
de chlorure d’argent. 

On fait passer pendant une heure le courant de céténe a 
travers le liquide surnageant le précipité de chlorure d’argent. 
On filtre, on lave le précipité de chlorure d’argent, on com- 
pléte le filtrat 4 un volume connu (280 cent. cubes) et sur une 
partie aliquote (4,5 cent. cube) on dose par la méthode de 
Van Slyke l’azote aminé libre (0,73 cent. cube). Aprés une 
heure d’acétylation le rendement en N-acétylglucosamine est 
donc de 77 p. 100. 

Le reste de la solution est évaporé a sec par distillation 
dans Je vide. Le résidu est dissous dans de l’eau distillée 
(environ 100 cent. cubes) et la solution est & nouveau évaporée 
& sec & pression réduite. De cette facon, nous avons éliminé la 
presque totalité de l’acide acétique formé au cours de l’acé- 


tylation. 
Le résidu est dissous dans de l’eau distillée (50 cent. cubes) 


(48) Herriot et Norrurop. Journ. of gen. Physiol., 18, 1935, p. 36. 
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et la solution est de nouveau soumise a l’action du cétene 
pendant une heure, puis on détermine comme précédemment 
la teneur en azote aminé libre et le pourcentage de gluco- 
samine acétylée (98 p. 100). Dans ces conditions, l’acétylation 
de la glucosamine est donc pratiquement complete. 

La N-acétylglucosamine a été isolée et purifiée de la fagon 
suivante : la solution est évaporée a pression réduite. On 
soumet le résidu & deux nouveaux entrainements par la vapeur 
d’eau de facon a éliminer l’acide acétique. Le résidu est épuisé 
par l’alcool méthylique chaud, dans un appareil de Kuma- 
gawa. L’acétylglucosamine relativement peu soluble forme des 
lamelles blanches, l’alcool méthylique surnageant est teinté 
en brun. Les cristaux d’acétylglucosamine sont soumis a une 
nouvelle purification par un traitement identique & celui qui 
vient d’étre décrit. Les cristaux sont enfin desséchés dans le 
vide phosphorique. 


COURBES D’HYDROLYSE DE LA N ACETYLGLUCOSAMINE. 


Nous avons préparé, a partir de ces cristaux, une solution 
de N-acétylglucosamine sensiblement N/200 (*). Cette solution 
a été utilisée pour le tracé des courbes d’hydrolyse acide et 
alcaline (voir tableaux VIII et IX et fig. 6). Au préalable, nous 
avons vérifié qu’elle ne renfermait plus d’acide acétique libre. 

Dans le cas de l’hydrolyse acide nous n’avons pas pu déceler 
dans les distillats la présence d’acides entrainables autres que 
Vacide acétique. Par contre, les distillats provenant des 
hydrolyses alcalines ont été traités suivant la méthode de 
Friedermann. Nous avons donné les valeurs trouvées avant et 
aprés le traitement des distillats par l’oxyde rouge de mercure 
et nous voyons que l’écart est notable. Les valeurs maxima 
fournies par l’hydrolyse acide et l’hydrolyse alcaline sont 


(*) La valeur K’ des équations des réactions d’hydrolyse est fonction 
de la concentration initiale. La concentration moléculaire de l’acide 
acétique provenant de chacun des deux groupements acétylés du sérum 
est assez voisine de N/200 (voir p. 320). Nous avons donc choisi, pour 
l’établissement des différentes courbes qui doivent étre comparées aux 
courbes d’hydrolyse des groupements acétylés du sérum, des solu- 
tions N/200 dans le cas de l’acétylglucosamine, de l’acétylglycocolle et de 
l’acétylproline et une solution N/100 dans le cas de la diacétylcystéine. 
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Tasteau VIII. — Hydrolyse acide de l’acétylglucosamine (CG  =1,26). 


NaOH N/20 


(cenlimétres cubes) 


0,38 
0,70 
4,15 
4,22 
1,26 


TasLeav IX. — Hydrolyse alcaline de lacétylglucosamine 
(GQ o=1,30). 


NaOH N/20 


(centimetres cubes) 
der distillat 2° distillat 


4,44 
1,32 
1,40 
1,55 
4,69 
4,71 


7 2 5 


4 
Ternps en heures 


Fic. 6. — Courbes d’hydrolyse alcaline et acide de l’acétylglucosamine. 
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voisines, la valeur fournie par l’hydrolyse alcaline étant la 
plus forte. Ces constatations sont conlormes aux conclusions 
de la premiére partie de ce travail. 


ErubDE DE L ACETYLGLYCOCOLLE. 


SYNTHESE DE L’ACETYLGLYCOCOLLE. — Nous avons obtenu 
l’acétylglycocolle en soumettant & l’action du céténe 30 cent. 
cubes d’une solution renfermant 1 gr. 974 de glycocolle. La 
durée de l’acétylation est d’une heure quarante minutes. Dans 
ces conditions, l’acétylation est complete ; en effet, la solution 
ainsi traitée ne libére plus d’azote sous l’action de l’acide 
nitreux (réaction de Van Slyke). 

La solution d’acétylglycocolle a été évaporée & sec par ébul- 
lition sous pression réduite. Le résidu a été mis en solution 
dans environ 100 cent. cubes d’eau et la nouvelle solution a 
été de nouveau évaporée dans le vide. Ces mémes opérations 
ont été répétées une troisiéme fois de facon a éliminer complé- 
tement l’acide acétique résultant de l’action du céténe sur 
Veau. Le résidu final a été mis en solution dans le minimum 
d’eau chaude. Par refroidissement, il se dépose des cristaux 
d’acétylglycocolle. On recueille les cristaux aprés décantation. 
Ces cristaux sont desséchés dans le vide phosphorique. 


COURBES D’HYDROLYSE DE L’ACETYLGLYCOCOLLE. — A partir de 
de ces cristaux, nous avons préparé une solution d’acétyl- 
glycocolle N/200. Cette solution nous a servi & tracer les 
courbes d’hydrolyse acide et alcaline relative a 1|’acétyl- 
glycocolle (voir tableaux X et XI et fig. 7). Nous avons vérifié, 
au préalable, que cette solution ne renfermait pas d’acide 
acétique libre ; d’une part, en distillant dans les conditions 
habituelles 10 cent. cubes de cette solution, d’autre part, en 
dosant l’acidité de cette solution (*). [Nous avons trouvé que 
10 cent. cubes de cette solution correspondent a 1c. c. 01 
d’acide N/20.] 


(*) En effet, on a transformé du fait de l’acétylation la fonction 
amine basique en fonction acétamide. Ainsi la fonction carboxylique 
peut étre titrée par la soude, 
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TasLeau X. — Hydrolyse acide de l’acétylglycocolle (CG = 4,05). 


NaOH N/20 


(centimetres cubes) 


TasLeau XI. — Hydrolyse alcaline de Vacétylglycocolle (C co = 4,08). 


NaOH N/20 


(centimétres cubes) 


Eoococeo 
wv we SS 
SOOO EWE 
aAnonw-iftco 


at 


z 2 3 4 a 6 # & 
Temps enheures 


Fic 7. — Courbes d’hydrolyse alcaline et acide de lacétylglycocolle. 


ETuDE DE L’ACETYLPROLINE. 


SyNTHESE DE L’ACETYLPROLINE. — La technique est celle 
proposée par A. Neuberger (49) : un poids de 0 gr. 7610 de 


(49) Neupercer. Biochem. J., 32, 1938, p. 1452. 
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proline est dissous dans 30 cent. cubes de soude N, cette solu- 
tion est soumise pendant une heure a ]’action du céténe. Apres 
acétylation, on ajoute a la solution 30 cent. cubes d’acide 
sulfurique et on évapore & sec par ébullition sous pression 
réduite. Le résidu est traité par l’alcool absolu. La solution 
alcoolique est filtrée, puis évaporée 4 sec. On obtient ainsi un 
résidu d’aspect huileux que l’on dissout dans de l’acétate 
d’éthyle. On précipite cette solution par addition d’éther de 
pétrole léger, on obtient ainsi un précipité cristallin qu’on 
dissout dans du chloroforme. On sépare A nouveau l’acétyl- 
proline par addition d’éther de pétrole léger 4 sa solution 
chloroformique. Les cristaux, ainsi obtenus, sont desséchés 
dans le vide phosphorique jusqu’aé poids constant. Le poids 
de fusion de ces cristaux est de 119° ; les points de fusion de 
lacétylproline trouvés par les auteurs sont de 145° et 417°. 


CoURBES D’HYDROLYSE DE L’ACETYLPROLINE. — Ces courbes 
(voir tableaux XII et XIII et fig. 8) ont été obtenues a partir 
d’une solution sensiblement N/200 (10 cent. cubes de cette 
solution correspondent 4 4 c. c. 07 d’acide N/20). On a vérifié 
préalablement que cette solution était dépourvue d’acide acé- 
tique libre. 


ETUDE DE LA DIACETYLCYSTEINE. 


SYNTHESE DE LA DIACETYLCYSTEINE. — Pour la préparation 
de ce composé nous avons suivi la technique proposée par 
Neuberger (49). 

On dissout 4 gramme de dichlorhydrate de cystéine (produit 
Hoffman Laroche) dans 25 cent. cubes d’eau contenant une 
quantité de soude égale a trois fois l’équivalent de cystéine 
employée, puis la solution est soumise a l’action du céténe 
pendant une heure. La solution ainsi traitée est additionnée 
de trois équivalents d’acide sulfurique, elle est soumise ensuite 
a des extractions répétées par de l’acétate d’éthyle. Les 
liquides d’extraction sont réunis, réduits A consistance siru- 
peuse par distillation sous pression réduite puis évaporés dans 
le vide sulfurique. Le résidu est dissous dans la plus petite 
quantité possible d’acétate d’éthyle ; & cette solution on ajoute 
de l’éther de pétrole et on abandonne A la glaciére. Tl se forme 
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Tapteiu XU. — Hydrolyse acide de l’acétylproline (C o = 1,07). 


NaOH N/20 


(centimétres cubes) 


1-1 OF & 0 DO 
Ow+r D1 


Tasteau XII. — Hydrolyse alcaline de lacétylproline (CG 0o=41,07). 


NaOH N/20 


(centimétres cubes) 


o 7a 
Temps en heures 


Fic. 8. — Courbe d’hydrolyse alcaline et acide de l’acétylproline. 


ainsi des cristaux qui sont recueillis et dissous dans 10 cent. 
cubes d’acétate d’éthyle. Par addition d’un excés d’éther de 
pétrole & Ja nouvelle solution on réalise une recristallisation 
du produit. Les cristaux sont desséchés dans le vide phospho- 
rique. Nous avons obtenu un produit blanc, cristallisé, dont 
le point de fusion au bloc Maquenne est de 109° a 110°. 


CoURBES D’HYDROLYSE DE LA DIACETYLCYSTEINE. — La solu- 
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tion qui nous a servi & établir les courbes d’hydrolyse acide 
et alcaline de la diacétyleystéine (voir tableaux XIV et XV 
et fig. 9) a été obtenue en dissolvant 0 gr. 180 du produit 
cristallisé dans 180 cent. cubes d’eau distillée. 

Les distillats provenant des hydrolyses acide et alcaline ont 
6té traités par la méthode de Friedermann puis distillés a 
nouveau. Nous n’avons mentionné, dans les tableaux XIV 
et XV, que les chiffres relatifs aux dosages des « deuxiémes 
distillats ». 

Nous avons déterminé le taux d’acide acétique fixé sur la 
cystéine en hydrolysant 10 cent. cubes de la solution par 
40 cent. cubes de la solution 4 50 p. 400 d’acide paratoluéne- 
sulfonique pendant quatre heures 4 100°. Nous trouvons ainsi 
que 10 cent. cubes de la solution renferment 2c. c. 21 d’acide 
acétique N/20 fixé sur la cystéine, le chiffre théorique est 
de 2c. c. 19. Ainsi l’acide acétique contenu dans chacun des 
deux groupements acétylés de la diacétylcystéine se trouve 
dans la solution & une concentration sensiblement N/200. 


RESUME. 


Les diverses fonctions acétylées libérent l’acide acétique avec 
des vitesses trés sensiblement différentes. 

Dans les conditions dans lesquelles nous nous sommes 
placé, le groupement acétylthiol est hydrolysé en quelques 
minutes (*) tandis que les groupements acétamides exigent 
plusieurs heures pour s’hydrolyser quantitativement. 

Dans la catégorie des acétamides, l’acétylproline se distingue 
trés nettement de l'ensemble des acétamides monosubstituées 
(acétylglucosamine, acétylglycocolle et diacétylcystéine) par sa 
vitesse d’hydrolyse considérablement plus faible. 

D’ailleurs les vitesses d’hydrolyse des acétamides mono- 
substituées présentent entre elles des écarts sensibles, la 
structure de l’ensemble de la molécule intervenant d’une facon 
manileste dans la vitesse d’hydrolyse. 


(*) On sait que les esters acétiques des alcools s’hydrolysent, eux 
aussi, trés rapidement. 
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Tasteau XIV. — Hydrolyse acide de la diacétylcystéine 
[G @ = 2,24) (1). 


NaOH N/20 
‘ (centimétres cubes) C 
DUREE —= 
Co 
2¢ distillat 
SLEIN I Sai Cn es pep en ee EN 6 meas 0,89 0,40 
Ae art aged cai ce ess acy una t  ghoen A gta 4 Sade 0,80 
pal Nee Perctecie a era se nie ate oe ayn 0,89 
HEPA MIN eno ah renee bt phat ete 2s 0,96 
Gye Score Paarl 1 


(1) On remarquera sur le graphique de la page 333 que ces valeurs reproduites sur papier 
semi-logarithmique ne sont pas distribuées sur une droite mais sur une courbe de grand 
rayon de courbure. La réaction finale n’est donc pas la somme de deux réactions monomolé- 
culaires. Il est fort probable que la valeur de la constante d@’hydrolyse K’ relative au grou- 
pement acétamide varie, au cours de hydrolyse, du fait de“lhydrolyse du radical acétylé 
fixé sur la fonction thiol et de la destruction de cette méme fonction thiol. 


TaBLeau XV. — Hydrolyse alcaline de la diacétylcystéine 
(G 0 = 2,21). 


NaOH N/20 


(centimétres cubes) C 
Ce 
2 distillat 
douse a eak ) 54 
ala Nee 4,27 0,57 
Dalits 1,41 0,63 
AV lates 4,61 0,72 
4h.. 1,69 0,76 
yplalg 4,81 0,84 
Gig litre cam tee art et Bec 3 eas ate pete se Cals : 1,87 0,84 
RUT spall) 10a ie eae Senne, oat aE Ebon) eRe Sr ae 2,01 0,90 
rE SS A ET SE 
—£— 
Coco 
: Hy drolyse 8c! 
pyar ly s® arealin® 
to} 
¥ 


7 4 Ss 6 7 
2 ¢ ; Temps en heures 


Fic. 9. -— Courbe d’hydrolyse alcaline et acide de la diacétylcystéine. 
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C. — Etude comparative des courbes d’hydrolyse 
du sérum et des composés précédemment étudiés. 


Nous avons vu que les courbes d’hydrolyse du sérum sont 
constituées de deux parties distinctes et nous avons émis les 
hypothéses qui paraissent justifier allure particuliére de ces 
courbes (voir page 320). 

D’aprés ces hypothéses, la premiére partie de la courbe 
résulterait de la superposition des courbes d’hydrolyse de deux 
réactions dont l’une a une vitesse beaucoup plus grande que 
lautre. La premiére partie de la courbe doit donc étre assez 
semblable & la courbe d’hydrolyse du groupement acétylé dont 
la vitesse d’hydrolyse est la plus grande (premier groupement). 

La comparaison de la premiére partie de la courbe avec les 
courbes d’hydrolyse des composés acétylés que nous venons 
d’étudier prouve que le premier groupement ne peut pas étre 
un ester alcoolique ou thiolique, mais qu’il s’agit bien d’une 
acétamide. En effet, nous voyons, d’une part, que la durée 
d’hydrolyse alcaline de ce groupement est de trois 4 quatre 
heures, soit sensiblement la méme que celle de l’acétylgluco- 
samine et de l’acétylglycocolle et d’autre part que la pente de 
la droite OA, (*), représentant en premiére approximation 
Vhydrolyse acide de ce groupement (voir fig. 10, p. 333), est 
voisine de celle des droites représentant l’hydrolyse acide des 
acétamides. 

De plus, nous pouvons remarquer sur la figure 10 que OA, 
a une pente assez voisine et légérement supérieure & celle de 
la droite représentant hydrolyse de l’acétylglucosamine. En 
tenant compte de ce qui a été dit dans la remarque ci-dessus, 


(*) OA, est obtenu, a partir de la premiére partie de la courbe d’hydro- 
lyse acide du sérum (voir fig. 10), en substituant, dans 1’équation 


Co oO 

y = It 5 (vor p--4)),- ce par5—- OA, représenterait ainsi l’hydro- 
lyse du premier groupement si celui-ci existait en quantité égale 
a celle du second groupement et si la vitesse d’hydrolyse de ce dernier 
était nulle au cours de l’hydrolyse du premier groupement. Or, cette 
vitesse tout en étant faible n’est pas nulle. Donc la droite qui repré- 
senterait, en fait, 1"hydrolyse du premier groupement devrait avoir une 
pente légérement plus faible que celle de OA,. 
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6 7 
Temps en heures 


Fic. 10. — Courbes d’hydrolyse acide du sérum 
et de différentes substances acétylées. 


Annales de U'Institut Pasteur, t. 67, n° 5, 1941. Qt 
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on voit ainsi que la droite représentant l’hydrolyse du premier 
groupement acétylé du sérum et celle caractéristique de 
hydrolyse de l’acétylglucosamine ont des pentes trés voisines. 

La durée d’hydrolyse compléte du second groupement est 
plus grande que celle des acétamides monosubstituées que nous 
avons étudiées mais sensiblement plus petite que celle de l’acé- 
tylproline. Ajoutons, enfin, que la variation de la valeur de la 
constante d’hydrolyse K relative & ce groupement (voir p. 320) 
pourrait étre en rapport avec les modifications subies par le 
protéide au cours-de l’hydrolyse. Ce phénoméne présenterait 
des analogies avec celui que nous avons observé 4 propos de 
la diacétylcystéine (voir remarque 1 p. 334). 

En résumé, nous pouvons admettre qu'il existe dans le 
sérum deux types de groupements acétylés, tous les deux sont 
des acétamides. L’un est trés probablement |’acétamide de la 
glucosamine, la nature exacte de l’autre n’a pas pu étre 
déterminée. . 


ETUDE ANALYTIQUE DES DIFFERENTES 
FRACTIONS SERIQUES 
(DETERMINATION DU RAPPORT MOLECULAIRE 
ACIDE ee 


GLUCOSAMINE 


Dans l’exposé historique, nous avons vu qu’il parait exister 
une relation entre la présence des oses aminés et celle de l’acide 
acétique lié aux différents osides. Aussi nous semble-t-il digne 
dintérét d’étudier la distribution de l’acide acétique parmi 
les différentes fractions protéidiques du sérum et de déter- 
miner parallélement la teneur en glucosamine de ces mémes 
fractions. 


A. — Technique adoptée 
pour le dosage de la glucosamine dans le sérum. 


(Technique de Palmer, Smyth et Meyer.) 


La technique que nous avons adoptée pour le dosage de la 
glucosamine dans le sérum et dans les différentes fractions que 


St 


nous avons obtenues a partir du sérum est celle de Palmer, 


RADICAUX. ACETYLES LIES AUX PROTEIDES SERIQUES 335 


Smyth et Meyer (49 bis). Nous avons suivi trés fiddlement la 
technique proposée par ces auteurs. Cependant ne disposant 
pas du photométre de Pulfrich, qui a été utilisé par ces der- 
niers, nous avons employé, pour la comparaison des teintes 
finales, le comparateur. photo-électrique Arca. Cet appareil, 
employé dans des conditions que nous avons définies, donne 
des résultats satisfaisants. 


a) Tecunigu—E. — Dans une ampoule de 53 cent. cubes 
on introduit la substance 4 analyser, puis 4 cent. cube 
d’eau (*) et 4 cent. cube d’acide chlorhydrique approximati- 
vement 8 N. L’ampoule est fermée & la lampe et est maintenue 
dans un bain-marie bouillant pendant huit heures. Le contenu 
de l’ampoule est ensuite introduit dans une fiole jaugée de 
25 cent. cubes. On rince l’ampoule & trois reprises, les eaux 
de ringage sont versées dans la fiole jaugée. On compléte avec 
de l’eau jusqu’au trait de jauge. On filtre afin d’éliminer les 
particules brunes, surtout abondantes quand la substance est 
riche en polyosides. On préléve 410 cent. cubes du filtrat que 
l’on titre avec de la soude 0,25 N en présence de rouge de 
méthyle. On transvase dans une fiole jaugée de 25 cent. cubes, 
40 autres cent. cubes du filtrat que l’on neutralise avec 
98 p. 100 de la quantité d’alcali exigée dans le titrage pré- 
cédent. Au cours de la neutralisation, la fiole est agitée éner- 
giquement. On compléte jusqu’au trait de jauge. 

On introduit dans 2 tubes a essai, d’une hauteur conve- 
nable, un volume de 4 cent. cubes de la solution précédente. 
On ajoute ensuite, dans l’un 2 cent. cubes de la solution frai- 
chement préparée d’acétylacétone, dans l’autre 2 cent. cubes 
de carbonate de sodium 0,80 N (essai 4 blanc). On place a 
l’intérieur des tubes a essai un tube 4 hémolyse, rempli de 
glace pilée, le bord évasé de ce dernier reposant sur le bord 
du tube a réaction et sa hauteur étant telle que l’espace 
compris entre la surface du liquide et le fond du tube a hémo- 
lyse soit d’environ 41 centimétre. Les tubes 4 essai sont 
ensuite plongés dans un bain-marie bouillant de facon que 

49 bis. Parmer, Smyta et Meyer. J. Biol. Chem., 449, 1937, p. 491. 


(*) Dans le cas du sérum on introduit 1 cent. cube de sérum et 1 cent. 
cube d’acide chlorhydrique approximativement 8 N. 


336 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


Ja solution soit entitrement immergée. La partie supérieure 
des tubes & essai, qui enveloppe le tube a hémolyse, est 
exposée a un léger courant d’air. Le tube & hémolyse fait fonc- 
tion de réfrigérant, il sert & condenser et & ramener vers la 
solution les vapeurs d’acétylacétone. La solution est main- 
tenue pendant exactement quinze minutes dans l’eau bouil- 
lante, puis les tubes sont refroidis par immersion dans l’eau 
froide. Les contenus sont dilués avec 10 cent. cubes d’alcool 
privé d’aldéhyde et 2 cent. cubes de réactif d’Ehrlich. On 
agite et on compléte avec de l’alcool de facon a obtenir un 
volume final de 20 cent. cubes. Les tubes sont ensuite agités 
énergiquement et placés dans une étuve a 37° pendant trente 
minutes. Les solutions sont alors prétes a étre examinées au 
photo-comparateur. 


La différence entre les lectures relatives aux deux solutions 
est proportionnelle 4 la teneur de la solution en glucosamine. 
Cependant, avec le photo-comparateur Arca que nous avons 
utilisé, il est nécessaire de déterminer, pour chaque expérience, 
la valeur du coefficient de proportionnalité. De sorte qu’il faut 
examiner, pour chaque expérience, en méme temps que la 
solution provenant de la substance & analyser, deux solutions 
de titre connu de glucosamine. L’expérience se fera donc avec 
0 tubes : 3 tubes renlermant les solutions & acétyler (4 pro- 
venant de la substance a4 analyser et 2 constituant les solutions 
standard) et 2 tubes pour les essais a blanc (1 pour la substance 
a analyser et 1 pour les solutions standard). 


b) Réactirs : 

Acide chlorhydrique : environ 8 N ; 

Soude : envircn 0,25 N ; 

Carbonate de sodium : 0,50 N ; 

Solution d’acétylacétone : Cette solution est préparée immé- 
diatement avant son emploi en dissolvant 0 c. c. 2 d’acétyl- 
acétone dans 10 cent. cubes de carbonate de sodium 0,5 N. 
L’acétylacétone, elle-méme, est conservée & la glaciére. 

Réactif d’Ehrlich : Ce réactif est obtenu en dissolvant 0 gr. 8 
de p-diméthylaminobenzaldéhyde purifiée dans 30 cent. cubes 
d’alcool dépourvu d’aldéhyde. A cette solution on ajoute 


RADICAUX ACETYLES LIES AUX PROTEIDES SERIQUES 337 


30 cent. cubes d’acide chlorhydrique concentré. Ce réactif se 
conserve trés longtemps a la glaciére. 

Alcool dépourvu d’aldéhyde : L’alcool absolu commercial 
est traité par un excés d’hydrate d’argent en présence de 
quelques gouttes de lessive de soude. On distille ensuite dans 
un appareil entiérement en verre (50). 

p-diméthylaminobenzaldéhyde purifié : Les produits que 
lon trouve dans le commerce sont de qualité trés inégale. 
Aucun des échantillons que nous avons essayés n’a pu étre 
employé directement. Bien plus, certains d’entre eux n’ont 
pas pu étre purifiés, quelle qu’ait été la méthode suivie. 

Dans ce travail nous avons adopté, a l’exclusion de tout 
autre, le produit livré par la maison « Hoffman-Laroche ». 
Il se présente sous l’aspect d’une poudre cristalline jaune 
citron. L’élimination de Vimpureté jaune a été faite en suivant 
la technique d’Adams (51). L’aldéhyde est dissous dans |’acide 
chlorhydrique dilué (acide chlorhydrique de d” = 14,19 
1 partie ; eau : 6 parties). La dissolution se fait lentement. Cette 
solution placée dans une éprouvette est diluée avec son volume 
d’eau, puis additionnée de lessive de soude a 20 p. 100. 
L’addition de la solution de soude se fait lentement tandis 
qu’on remue trés énergiquement la liqueur. Les premiéres 
fractions du précipité sont fortement colorées, on les sépare 
par filtration. Le filtrat est de nouveau traité par la lessive 
de soude, le précipité qui apparait alors est constitué par des 
flocons presque incolores. On arréte l’addition de soude avant 
que la précipitation ne soit compléte car les derniéres fractions 
sont également colorées. Ce précipité est desséché dans le 
vide. Il est a peine coloré en jaune. Les fractions de téte et de 
queue sont dissoutes dans la solution d’acide chlorhydrique 
et cette solution est 4 son tour soumise au fractionnement 
précédent. On retire ainsi une nouvelle quantité de produit 
peu coloré. Le réactif d’Ehrlich ainsi obtenu est légérement 
jaune et laisse déposer au fond du flacon un faible précipité 
de chlorure de sodium. 


c) MESURES PHOTO-ELECTRIQUES. — Le principe de Il’appareil 


(50) Winxter. Ber. chem. Ges., 38, 1905, p. 3612. 
(51) Avams. Organic Synthesis, vol. II, 1922, p. 12. 
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utilisé est basé sur l’emploi de deux cellules photo-électriques 
en opposition. 

Nous ne nous proposons pas de faire ici la description du 
comparateur photo-électrique Arca (*). Nous préciserons 
cependant le mode d’emploi de l'appareil en insistant sur 
certains points particuliers au dosage de la glucosamine. 

On commence par régler, au moyen d’un rhéostat, la ten- 
sion d’alimentation de la lampe. La tension optimum est 
de 3,5 V (pour des valeurs plus élevées, le courant débité par 
le couple des cellules n’est pas stable et les variations obser- 
vées sont importantes). Les diaphragmes étant alors complé- 
tement ouverts et les lentilles étant fixées dans la position 
qui correspond a leur écartement maximum, on place la lampe 
au centre de l’appareil, c’est-d-dire dans une position pour 
laquelle le courant débité par le couple est sensiblement nul. 
Ces opérations de réglage sont faites une fois pour toutes. Il 
suffit, avant chaque dosage, d’achever la mise au point en 
remplissant la cuve d’eau distillée et en réglant l’ouverture 
d’un des diaphragmes de facon & annuler exactement l’inten- 
sité du courant. Dans ces conditions, l’aiguille de l’ampére- 
métre est au zéro. Au cours des dosages, on pourra vérifier 
que la position d’aucun des éléments n’a changé. II suffira, 
a cet effet, de constater. que l’aiguille de l’ampéremétre est 
au zéro quand la cuve est & nouveau remplie d’eau distillée. 
La détermination du zéro et toutes les lectures sont faites en 
utilisant la sensibilité maximum. Entre chaque lecture, il faut 
avoir soin de remonter la barre qui actionne les volets pour 
ne pas fatiguer inutilement les cellules. 

Les teintes finales étant relativement faibles, il est néces- 
saire d’employer des cuves de longueur maximum (4 centi- 
métres). 

Nous insistons, enfin, sur le fait que le dégagement de gaz 
carbonique, qui a lieu quand le liquide est versé dans la cuve, 
modifie d’une facon notable l’épaisseur du liquide examiné. 
Les lectures doivent donc étre faites au bout de quelques 
secondes, aprés que le dégagement du gaz carbonique ait 


(*) Comparateur Photo-Electrique Arca, modéle Chovin-Leroy, Société 
francaise des Régulateurs universels Arca, Paris. 


RADICAUX ACETYLES- LIES AUX PROTEIDES SERIQUES 339 


cessé. A ce moment, d’ailleurs, l’aiguille de l’ampéremétre 
a atteint sa position définitive. 

Ajoutons que, dans la zone de concentration utilisée, l’in- 
tensité des teintes finales obéit & la loi de Beer-Lambert, comme 
le montre la figure 11 de la page 340. De plus, nous avons 
vérifié qu'on obtient les mémes résultats si au lieu d’opérer 
en lumiére verte, comme le proposent de nombreux auteurs, 
on utilise la lumiére blanche. 


B. — Dosage de l’acide acétique et de la glucosamine 
dans le sérum et dans différentes fractions sériques. 


I. — ErupE DU SEROMUCOIDE. 


PREPARATION DU SEROMUCOIDE. — Le principe de la sépa- 
ration du séromucoide est basé sur les propriétés physico- 
chimiques de ce protéide trés différentes de celles de la sérum- 
albumine et de Ja sérumglobuline, et en particulier sur le fait 
gue ce glucido-protéide n’est pas coagulable par la chaleur. 

La technique que nous avons suivie est sensiblement voi- 
sine de celle proposée par Zanetti et adoptée, aprés quelques 
modifications, par Bywaters (52). 

A un volume de 4.780 cent. cubes de sérum de cheval, 
étendu de deux fois son volume d’eau distillée, on ajoute la 
quantité d’acide sulfurique dilué nécessaire pour obtenir une 
réaction trés légérement acide au tournesol. La solution est 
ensuite maintenue dans un bain-marie bouillant pendant 
environ vingt minutes. Les albumines et les globulines 
coagulent. On filtre sur un filtre & plis. Les grumeaux restés 
sur le filtre sont pressés et les liquides sont réunis. On obtient 
ainsi une liqueur fortement opalescente qu’on concentre a 
faible volume par ébullition dans le vide. On sépare une pre- 
miére fois le séromucoide par précipitation au moyen de 
l’alcool et centrifugation. L’addition de l’alcool se fait par 
fractions successives jusqu’a précipitation compléte du glucido- 
protéide. 


(52) Bywaters. Biochem. Z., 15, 1909, p. 322. 
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Le culot, qui est fortement coloré, est dissous dans 200 cent. 
cubes d’eau et la solution obtenue est & nouveau traitée par 
lalcool et centrifugée. Ce traitement est renouvelé 4 quatre 
reprises. Le culot final, qui reste encore faiblement coloré, est 
alors dissous dans de l’eau distillée et la solution est soumise 


TaBLeau XVI. 


Volume d’hydrolysat (ou de solution 
standard) acétylé 


Déviations propres a la glucosamine 
(VOT fig Ut) See, Sane ere 19 26 61 40,5 24 
C]H glucosamine contenu dans lc.c. 
de la solution standard ou d’hydro- 
lysat soumis & l’acétylation (voir] 42 
figs 14) ae 
C1H glucosamine calculé pour 1 gr. 
de substance : 


WS) MSE ested 21,6. 
T.000 8: | 7.000 ™S: | T000 ™S: | 1.000 ™S| 1,000 ™8' 


a) exprimé en milligrammes. . 67,10 71,05 
6) exprimé en cent. cubes de N/20. 6, 22 6,59 
ee eee 4,3 1,2 | 

glucosamine | 


ee 
S,, Sa et Ss sont les solutions standard. 
La solution soumise 4 l’acétylation provient de hydrolyse de 19 milligrammes de substance. Elle a ét) 

obtenue de la fagon qui a été indiquée lors de la description de la technique de dosage (voir p. 335). 
Dans l’expérience B aux 2 cent. cubes d’hydrolysat on a ajouté 2 cent. cubes d’eau distillée. Nous ay 


an 
fait cette seconde mesure afin de connaitre la précision de la méthode; on voit que l’écart entre les resulted 
des deux mesures A et B est denviron 6 p. 100. 


Fic. 141. — Dosage de la glucosamine dans le séromucoide : 
mesures colorimétriques. 


; Les valeurs portées en ordonnées représentent le nombre de graduations dont a dévié 
1 aiguille de l’'ampéremétre du fait de la teinte déyeloppée par la glucosamine et celles portées 
en abscisse, le poids (exprimé en milliémes de milligramme) de CIH glucosamine contenu 
dans 1 cent. cube de solulion standard et des hydrolysats soumis a l’'acétylation. 
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a la dialyse. La dialyse se fait A la glaciére, contre de l’eau 
distillée et en présence de toluéne, elle est poursuivie pen- 
dant quatre jours. On précipite la solution dialysée, par addi- 
tion de trois fois son volume d’alcool absolu et on centrifuge. 
Le culot est desséché dans le vide phosphorique jusqu’a poids 
constant. Aprés pulvérisation, on obtient une poudre trés 
légére, de couleur jaune paille. Le poids de la substance ainsi 
obtenue est de 1 gr. 340. La teneur de 4 litre de sérum en 
séromucoide est donc de 0 gr. 77. On sait que les auteurs ont 
trouvé des valeurs comprises entre 0 gr. 2 a O gr. 9 par litre 
de sérum. 


DosaGE DE L’ACIDE ACETIQUE LIE AU sEROMUCOIDE. — Le 
dosage a été effectué sur 0 gr. 63895 de la substance obtenue 
suivant la méthode qui vient d’étre décrite (*). Les conditions 
d’hydrolyse de l’acide acétique fixé et de destruction des 
acides volatils secondaires sont celles qui ont été décrites au 
début de ce travail. Nous avons trouvé que la prise d’essai 
renferme 5 c. c. 30 d’acide acétique N/20, soit pour 1 gramme 
de la substance : 8 c. c. 28 d’acide acétique N/20. 

En résumé, comme l’avait entrevu Zanneti, le séromucoide 
est acétylé. Cependant l’acide acétique lié 4 ce glucido-protéide 
ne constitue qu’une fraction trés faible de la totalité de l’acide 
acétique sérique. En effet, les quantités d’acide acétique libéré 
par 1 litre de sérum et par le séromucoide contenu dans le 
méme volume de sérum correspondent respectivement a 
42 cent. cubes et 4 0 c. c. 30 d’acide N. Nous devons donc 
rechercher dans les fractions globuliniques et albuminiques 
la source principale de l’acide acétique sérique. 

De plus, nous avons déterminé la teneur en glucosamine 
de la méme préparation (voir tableau XVI et fig. 14) et nous 
acide acétique 


—— + Les valeurs 
glucosamine 


avons calculé le rapport moléculaire 


-obtenues pour ce rapport sont de 41,2 et 1,3, donc assez proches 


de l’unité. 


(*) Il est possible qu’au cours de l’isolement du séromucoide une trés 
faible partie de l’acide acétique qu’il renferme ait été hydrolysée. Il est 
également possible que parmi les impuretés que retient énergiquement 
la substance se trouvent des produits plus ou moins acétylés. 
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Il. — DosaGE DE L ACIDE ACETIQUE 
DANS LES GLOBULINES ET LES ALBUMINES. 


OBTENTION DES GLOBULINES ET DES ALBUMINES (33). — Les glo- 
bulines sont précipitées par addition au sérum d’un volume 
égal de solution saturée et parfaitement neutre de sulfate 
d’ammonium purifié, puis séparées par centrifugation. Le culot 
est ensuite redissous dans le plus petit volume d’eau possible 
et les globulines sont 4 nouveau précipitées par addition d’un 
volume de solution saturée de sulfate d’ammonium égal au 
volume de l’eau employé pour la redissolution. On centri- 
fuge A nouveau. Le culot est mis en solution dans l’eau. 
Cette solution renferme la totalité des globulines. Les liqueurs 
surnageant les culots sont réunies. Cette solution contient 
l'ensemble des albumines. Les solutions des globulines et des 
albumines sont dialysées puis traitées comme il a été indiqué 
pour le dosage de l’acide acétique. 


DosaGE DE L’ACIDE ACETIQUE. — Nous avons trouvé que 
4 gramme de globulines contient 3 c. c. 412 d’acide acé- 
tique N/20 et que 4 gramme d’albumines (*) en contient 
S460. BAe 

Ainsi les globulines et les albumines ont des teneurs en 
acide acétique assez voisines. Elles constituent de plus la 
source principale de l’acide acétique sérique. Il est possible 
que l’acide acétique ne se trouve pas distribué d’une facon 
homogéne dans les différentes fractions qui constituent les 
mélanges complexes que sont les albumines et les globulines. 
Aussi il nous a paru intéressant de déterminer la teneur en 
acide acétique de quelques-unes de ces fractions. Le fraction- 
nement n’a porté que sur les albumines qui sont les protéides 
sériques les mieux connus. 


(53) Macneporur. Thése, 1928, p. 18. 


(*) Les concentrations des solutions ont été déterminées 4 partir de 
l’extrait sec 4 110°. 
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Ill. — Dosace DEL’ ACIDE ACETIQUE 
DANS L’ALBUMINE CRISTALLISEE. 


PREPARATION DE L’ALBUMINE CRISTALLISEE DU SERUM. — La 
méthode utilisée est celle déja adoptée par différents 
auteurs (54) a la suite des travaux de Hofmeister (55),-Hop- 
kins et Pinkus (836), Soerensen et Héyrup (87). 

Le principe de la méthode est basé sur le fait que les solu- 
tions d’albumines sériques demi-saturées en sulfate d’ammo- 
nium et amenées a un pH de 4,8 cristallisent pourvu que 
certaines conditions physiques soient réalisées. 

A un volume déterminé de sérum de cheval, on ajoute un 
volume égal de solution saturée de sulfate d’ammonium (*). 
Les globulines précipitent. On laisse reposer. On centrifuge. 
On recueille la solution surnageante. Sur une partie aliquote 
de cette solution on détermine par une mesure potentiomé- 
trique la quantité d’acide sulfurique N nécessaire pour amener 
Ja solution & pH 4,8. Afin d’amener trés exactement la solu- 
tion au pH convenable, |’addition de l’acide sulfurique a été 
faite en deux temps. Une premiére fois nous avons ajouté 
une quantité d’acide sulfurique N légérement inférieure a la 
quantité calculée. Nous avons ensuite, par une nouvelle déter- 
mination potentiométrique, déterminé la quantité d’acide 
sulfurique N/5 nécessaire pour ajuster la solution a pH 4,8. 
Les additions d’acide se font toujours par petites fractions et 
en ayant soin d’agiter énergiquement la solution au cours 
de cette opération. La solution est abandonnée pendant vingt- ‘ 
quatre heures 4 la température du laboratoire puis décantée 
et centrifugée. 

Le culot est dissous dans 80 cent. cubes d’eau distillée, la 
solution est filtrée. Au filtrat on ajoute 80 cent. cubes de solu- 
tion saturée de sulfate d’ammonium puis, par petites frac- 
tions, de l’acide sulfurique dilué jusqu’&’ formation d’un 

(54) Sanpor. Bull. Soc. Chim. Biol., 18, 1936, p. 877. — Pérez. Contri- 
bution a ]’étude de la solubilité des protéides, Thése doctorat és sciences, 
Paris, 1989. 

(55) Hormetster. Zeitschr. physiol. Chem., 44, 1890, p. 165. 

(56) Hopkins et Pinxus. Journ. Physiol., 23, 1891, p. 180. 


(57) Sorrensen et Héyrup. C. R. Lab. Carlsberg, 12, 1915-1917, p. 164. 
(*) Le sulfate d’ammonium utilisé est le sulfate d’ammonium pur. 
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trouble Iéger qui marque le début de la cristallisation. On 
abandonne de nouveau la solution pendant vingt-quatre 
heures & la température du laboratoire, on décante et cen- 
trifuge. 

Les mémes opérations sont répétées cing fois encore. Le 


dernier culot de centrifugation qui représente de l’albumine © 
qui a été cristallisée sept fois est dissous dans l’eau et la | 
solution est dialysée pendant quatre jours a la glaciére, contre — 


de l’eau distillée en présence de quelques gouttes de toluéne. 
La solution dialysée est limpide, presque incolore, 15 cent. 
cubes de la solution renferment 0 gr. 2190 de protéides des- 
séchés a 110°. 


DosaGE DE L’ACIDE ACETIQUE. — Le dosage de l’acide acé- 
tique a été effectué sur l’extrait sec provenant de l’évapora- 
tion au bain-marie de 20 cent. cubes de la solution précé- 
dente, soit sur 0 gr. 2920 de protéide. La technique du dosage 


est celle qui a été décrite au début de ce travail. La prise | 


d’essai a libéré 0 c. c. 10 d’acide acétique N/20, soit pour 
1 gramme d’albumine cristallisée 0 c. c. 34 d’acide acé- 


tique N/20. Un dosage a blanc nous avait préalablement 
montré que la solution d’albumine ne renfermait pas de trace | 


d’acides entrainables par la vapeur d’eau. 

Puisque la teneur en acide acétique (exprimé en centimétres 
cubes N/20) de 1 gramme d’albumine du sérum de cheval 
est de 3 c. c. 31 (voir page 342), l’albumine cristallisée, 
obtenue de la facon qui vient d’étre décrite, ne renferme que 
le 1/10 environ de l’acide acétique fixé sur ]’albumine brute. 


L’acide acétique est donc fixé principalement sur les frac- | 
tions albuminiques plus solubles qui ont été éliminées au | 


cours des cristallisations successives. 
Nous savons d’autre part, depuis les travaux de Hewitt 


(voir partie historique), que l’albumine cristallisable est la 
fraction des protéides sériques la moins riche en osides. Cette 
relation entre la teneur en osides, et donc en glucosamine des 


différentes fractions protéidiques du sérum, et les quantités 
dacide acétique qu’elles libérent sera précisée dans les expeg 
riences que nous allons décrire dans les chapitres qui suivent. 


el 
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IV. — DosaGE DE L’ACIDE ACETIQUE ET DE LA GLUCOSAMINE 
DANS QUELQUES FRACTIONS DE LA SERUMALBUMINE. 
acide acétique 
glucosamine ) 


[ Détermination du rapport 


FRACTIONNEMENT DE LA SERUMALBUMINE. — Les différentes 
fractions qui font l’objet de cette étude ont été obtenues en 
suivant une technique sensiblement voisine de celle utilisée 
par Leslie Frank Hewitt dans un travail relatif au fractionne- 
ment de la sérumalbumine (88). 

Un volume de 41.650 cent. cubes de sérum normal de cheval 
est dilué par addition d’un volume égal d’eau distillée. Au 
sérum ainsi dilué on ajoute un volume égal de la solution 
saturée et neutre de sulfate d’ammonium. Dans ces conditions 
les globulines précipitent et sont séparées de la solution 
d’albumine par filtration. Le fractionnement a porté unique- 
ment sur cette derniére solution. 

Au filtrat parfaitement clair et dont le volume final est de 
5.480 cent. cubes on ajoute 8 c. c. 7 d’acide acétique glacial. 
L’acide est ajouté par petites fractions pendant que le liquide 
est agité énergiquement. La cristallisation s’amorce lentement 
et se poursuit une nuit 4 la température du laboratoire. Aprés 
décantation et centrifugation on sépare le liquide surnageant 
du précipité cristallin (A.). La fraction (A.:) est traitée par 
340 cent. cubes d’eau distillée. Aprés quelques instants on 
centrifuge et on décante. Le liquide surnageant est clair, » 
limpide et légérement jaundtre, son volume est de 545 cent. 
cubes. A cette liqueur on ajoute 30 cent. cubes de la solution 
saturée de sulfate d’ammonium. Cette addition est faite par 
petites fractions tandis qu’on agite fortement le liquide en 
frottant au moyen d’un agitateur la paroi interne de |’éprou- 
vette dans laquelle se fait la cristallisation. Aprés centrifu- 
gation on sépare le précipité cristallin (A,). La fraction (A,) 
est dissoute dans 162 cent. cubes d’eau, a cette solution on 
ajoute, en prenant les précautions signalées plus haut, 89 cent. 
cubes de la solution de sulfate d’ammonium. La cristallisa- 


(58) Lesxiz Frank Hewirr. Biochem. Journ., 39, 1936, p. 2229. 
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tion se déclenche assez rapidement, on décante et on centri- 
fuge. Le précipité est blanc ; examiné au microscope il se 
présente sous une forme cristalline. Ce précipité est dissous 
dans l’eau et la solution est soumise a la dialyse contre l’eau 
courante en présence de toluéne. On obtient finalement 
220 cent. cubes d’une solution limpide et incolore : 40 cent. 
cubes de cette solution contiennent 0 gr. 2940 de protéides 
desséchés & 140°. Cette fraction constitue la fraction (A,;). 

Au liquide surnageant le précipité (Ai) et dont le volume 
est de 5.250 cent. cubes on ajoute 1.082 cent. cubes de la 
solution saturée de sulfate d’ammonium et 5 c. c. 4 d’acide 
acétique glacial. Il se forme un précipité, on laisse déposer 
quelques heures, on décante et on centrifuge. Le culot est 
traité par 240 cent. cubes d’eau distillée, une partie du pré- 
cipité reste insoluble. On centrifuge, le culot est rejeté, le 
liquide surnageant est soumis a la dialyse pendant trois jours 
contre l’eau courante en présence de toluéne. On obtient 
ainsi 250 cent. cubes d’une solution trés opalescente : 
40 cent. cubes de cette solution contiennent 0 gr. 1726 de 
protéides desséchés & 110°. Cette fraction. constitue la frac- 
tion B. 

Au liquide surnageant le précipité (A,) et dont le volume 
est de 740 cent. cubes, on ajoute 270 cent. cubes de la solu- 
tion saturée de sulfate d’ammonium et 2 c. c. 7 d’acide acé- 
tique glacial : il se forme un précipité qu’on laisse déposer 
quelques heures. Puis on décante et on centrifuge. On dissout 
entiérement le culot dans l’eau distillée. Aprés dialyse on 
obtient 170 cent. cubes d’une solution limpide, teintée assez 
fortement en jaune : 10 cent. cubes de cette solution contien- 


nent 0 gr. 6400 de protéides desséchés & 110°. Cette fraction | 


constitue la fraction C. 

Nous avons dosé dans chacune de ces trois fractions l’acide 
acétique et la glucosamine qu’elles renferment. Les résultats 
sont reproduits dans les tableaux qui suivent. 


' 
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DosaGE DE L’ ACIDE ACETIQUE. 


TasLeau XVII. 


FRACTIONS 


— a 


Poids de l’échantillon analysé, (en grammes)... . . 9,640 | 0,547 
Acide acétique N/20 trouvé (en centimétres cubes). . 0,60 2,32 
Acide acétique N/20 calculé pour 1 gramme de pro- 

téide (en centimétres cubes). 0,93 | 4,48 


DosaGE DE LA GLUCOSAMINE ET CALCUL DES RAPPORTS MOLE- 
ACIDE ACETIQUE 


GLUCOSAMINE 


ag CULAIRES 


TasLeau XVIII. 


FRACTIONS 


4 


Poids de l’échantillon soumis A 


BVORONYSC.) 5 oe Sas a es 0,294 gr. | 0,320 gr. 0,0863 gr. 
Volume d’hydrolysat (ou de solu- 
tion standard) acétylé. .... & €:¢. 4 C.6. 46.6. 2G,.C. 250. 


Déviation propre a la glucosa- 
memine (voir fig. 42), . 2... . 24 56 22 28 35 


CJH glucosamine contenu dans 
4 cent. cube de lhydrolysat (ou 
de solution standard) soumis|/ 39 8,6 2 12.6 2911 

a Vacétylation (voir fig. 12). . T0090 ™8- | T000 ™8- | T-000 @8: | 7.0007 ™8| Tow Ms 


GIH glucosamine calculé pour 
| 4 gr. de protéine : 


a) exprimé en milligrammes. ae 4,9 O46 
__ 6) exprimé en cent. cubes de 

q N/20 eR CREA, Cerne ae Se 0,17 0,48 2,98 
acide acétique 

_— Biucosamine= = = 1,94 2,06 1,96 


iS) S, sont les deux solutions standard choisies dans ce dosage. 4 er 
Bene De vaseen C et B aux 2 cent. cubes de l’hydrolysat ou a ajouté 2 cent. cubes d’eau distillée. 
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8 86 12.6 17 32 


Fic. 12. — Dosage de la glucosamine dans quelques fractions de la sérum- 
albumine : mesures colorimétriques. Pour les valeurs des coordonnées voir 
Heese 


En résumé, les fractions albuminiques sont d’autant plus 
riches en acide acétique qu’elles sont plus riches en glucosa- 
mine et qu’elles sont plus solubles. Ainsi l’acide acétique pro- 
venant des albumines doit étre lié aux osides albuminiques. 
De plus, dans ces fractions, le rapport entre l’acide acétique 
et la glucosamine est trés voisin de 2. 


V. — DOSAGE DE LA GLUCOSAMINE DANS DIFFERENTS SERUMS. 


( Détermination du rapport ecids ae 


glucosamine 


Les mesures qui suivent ont été faites sur les échantillons 
de sérums dialysés dont on a déterminé les teneurs en acide 
acétique dans la premiére partie de cette étude (voir page 312). 


| 
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60 
Cas 

50 
40 (1) 
30 
20 
40 Ma My A2 AL Ao H 

| | N ON 

s st sm 

0 106 20 208 21.8 232 266 40 

Fic. 13. — Dosage de la glucosamine dans différents sérums : 


mesures colorimétriques. 


La droile (II) correspond aux mesures faites avec l’élecltrophotométre de Meunier, la 
droite (1) aux mesures réalisées avec l'appareil Arca. Pour les valeurs des coordonnées voir 
figure 11, sauf pour les valeurs des ordonnées relatives a la droite (IJ) qui représentent le 
nombre de déyiations dont il a fallu tourner le tambour pour ramener le spot du galvano- 
métre au zéro. 


En résumé, les sérums ont des teneurs en glucosamine 
différentes, par contre les valeurs de leurs rapports molé- 
acide acétique 
glucosamine 
de ces rapports est de 41,87. 


culaires sont assez voisines. La valeur moyenne 


Conclusions. 


Dans un travail précédent nous avons montré l’existence 
de, radicaux acétyles fixés sur les protéides du sérum de 
cheval. Dans la présente étude, nous nous sommes appliqué 
4 mettre au point la technique de dosage de l’acide acétique 
lié aux protéides sériques et 4 définir la nature des groupe- 


ments acétylés contenus dans les protéides du sérum de. 


cheval. 


Dans Ja premiére partie de notre étude nous avons montré 


que les techniques de dosage de l’acide acétique lié aux sub- 
_ stances biologiques, telles qu’elles ont été proposées par diffé- 
rents auteurs, sont de valeurs trés inégales. Nous avons pu 


montrer en particulier que, parmi les agents d’hydrolyse 


utilisés, seul l’acide paratoluénesulfonique pouvait intervenir 
dans une technique exacte de dosage de l’acide acétique, fixé 


sur les protéides. En effet, d’une part, la quantité d’acides 


volatils qui proviennent de réactions secondaires et qui souil- 
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lent les distillats est faible aprés hydrolyse du sérum par 
Yacide paratoluénesulfonique ; d’autre part, la totalité de ces 
acides est détruite aprés traitement des distillats par l’oxyde 
rouge de mercure (méhode: de Friedermann). Ces conclusions 
sont a la base de la technique de dosage qui a été utilisée 
dans ce travail et que nous avons décrite. 

Nous avons vérifié, ensuite, que la totalité de i’acide volatil 
fixé sur les protéides du sérum de cheval était constituée par 
de l’acide acétique. En effet, les courbes d’entrainement frac- 
tionné par la vapeur d’eau (méthode de Duclaux), le coeffi- 
cient de partage entre l’eau et l’éther, et le poids des cendres 
du sel d’argent, obtenus a partir du distillat, correspondent, 
aux erreurs expérimentales prés, 4 ceux des solutions d’acide 
acétique pur. 

Nous avons déterminé aussi fe teneur en acide acétique lié 
de différents échantillons de sérum. Celle-ci varie selon les 
espéces animales. 

On a tenté de résoudre le probléme satan: a la nature de 
Ja liaison de l’acide acétique avec le reste de la molécule pro- 
téidique en faisant appel a la fois & des méthodes physico- 
chimiques et a l’analyse chimique. Les résultats obtenus par 
lune et l’autre méthode sont concordants. 

Les courbes d’hydrolyse du sérum étudiées dans la deuxiéme 
partie de ce travail, aussi bien celles obtenues en milieu 
acide & 100° que celles obtenues en milieu alcalin a 100° et 
& 34° présentent une inflexion remarquable. De plus, l’in- 
flexion qui caractérise les courbes précédentes a lieu pour 


. oe BEANS) “gent 
une valeur de l’ordonnée voisine de eS 0,5, c’est-a-dire 


quand la moitié environ des radicaux acétyles du sérum a 
été hydrolysée. 

L’allure particuliére des courbes d’ hydrolyse du sérum et 
la comparaison de ces derniéres avec les courbes d’hydrolyse 
de différents composés acétylés dont nous avons fait la syn- 
thése rendent vraisemblables les hypothéses suivantes : 

4° Le sérum: renferme deux types de groupements acétylés 
dont les vitesses relatives d’hydrolyse sont trés différentes. 

2° Ceux-ci existent en quantité sensiblement équivalente. 

3° Les radicaux acétylés ne sont fixés ni sur des fonctions 


DEE Ne ee ee a ee 
Pa 7 ~sr on 7 e 
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alcools, ni sur des fonctions thiols des protéides sériques mais 
sur des fonctions amines. Le groupement acétylé dont la durée 
d’hydrolyse est la plus courte serait l’acétamide de la gluco- 
samine. La nature exacte du second groupement n’a pas pu 
étre déterminée. 

Ces hypothéses sont confirmées par les résultats de l’ana- 
lyse chimique. En effet, nous avons montré dans la troisiéme 
partie de cette étude : 

1° Qu’il existe un parallélisme entre les teneurs en acide 
acétique et en glucosamine des sérums et des différentes frac- 
tions sériques étudiés. Ce résultat est un nouvel argument en 
faveur de l’existence dans le sérum d’une N-acétylglucosa- 
mine liée aux protéides. 
acide acétique 
glucosamine 
tous Jes cas, supérieurs & 4. Ainsi une partie de l’acide acé- 
tique sérique est fixée sur une autre fonction que la fonction 
amine de la glucosamine. Ce fait rend encore plus probable 
l’existence dans le sérum de deux types de groupements 
acétylés. 


2° Que les rapports moléculaires sont, dans 


3° Que la valeur moyenne des rapports moléculaires—- 


acide acétique 

glucosamine 
de 1,87 pour les sérums. Ainsi le second constituant acétylé 
serait, dans le sérum, en proportion légérement inférieure a 
celle de la glucosamine et dans les fractions albuminiques 
étudiées, en quantité équivalente. Ces résultats prouveraient, 
en outre, que la substance acétylée non déterminée participe, 
avec la glucosamine, au complexe osidique des albumines et 
des globulines. 


est de 4,96 pour les fractions albuminiques et 


En outre, nous avons trouvé pour le séromucoide un rapport. 


acide acétique 
glucosamine 
il est probable que l’échantillon de séromucoide que nous 
avons obtenu renferme encore de faibles quantités de glu- 


moléculaire dont la valeur est de 1,2. Comme 


cides albuminiques, on peut admettre que la valeur réelle du » 


acide acétique 
glucosamine 
faible que celle trouvée et qu'elle est trés probablement de 1. 


rapport moléculaire 


du séromucoide ast plus, 


* 
} 
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Dans cette hypothése, le séromucoide ne renfermerait qu’un 
seul radical acétyle par reste de glucosamine, contrairement 
aux autres protéides sériques qui en renferment deux. 

De plus, du fait que les glucides albuminiques et globuli- 
niques constituent la presque totalité des glucides sériques (le 
séromucoide n’existant qu’en trés faible quantité dans le 
acide acétique 

glucosamine 
du sérum doit étre voisine de 2, tout en lui étant inférieure. 
La valeur que nous avons trouvée (R = 14,87) est donc 
conforme 4 l’hypothése de l’existence dans le sérum de faibles 
quantités de séromucoide pour lequel la valeur du rapport 
Seno aus ee serait de 4. 

glucosamine 
En résumé, l’acide acétique, que l’on peut libérer du sérum 
gr. 72 par litre — se trou-— 
verait fixé pour moitié environ sur la fonction amine de la 
glucosamine du séromucoide et des protéides albuminiques 
et globuliniques et pour moitié sur un autre constituant de 
ces protéides et vraisemblablement sur une fonction amine de 
ce constituant. La nature exacte de ce constituant est encore 
inconnue, il est cependant permis de penser qu’il participe 
au complexe osidique des globulines et des albumines sériques. 

Ainsi l’oside de la sérumalbumine et de la sérumglobuline 
présenterait une grande analogie avec celui de l’ovalbumine. 
En effet Neuberger (59) a montré qu'il existe dans ce dernier, 
a cété de la glucosamine, un autre onsu ant aminé non 
encore déterminé. 

-Ajoutons, enfin, que la technique utilisée par Neuberger dans 
V’étude de l’oside de l’ovalbumine n’a pas permis de savoir 
si les fonctions amines sont acétylées dans l’oside naturel, de 
méme que les techniques utilisées par les auteurs qui ont 
 étudié Voside de la sérumalbumine et de la sérumglobuline 

n'ont pas pu permettre d’établir — ou méme ont conduit 4 
nier l’existence de radicaux acétyles dans cet oside. 


sérum) Ja valeur du rapport moléculaire 


moléculaire 


(59) Neupercer, Biochem. Journ., 32, 1938, p. 1435. 


ASSOCIATION DES MICROBIOLOGISTES 
DE LANGUE FRANGAISE 


(Institut Pasteur, 25, rue du Docteur-Roux, Paris, 15°.) 


Les circonstances, qui ont empéché le II° Congrés qui devait 
se tenir & Bruxelles en 1940, ont de méme longtemps entravé 
la reprise de activité de UV Association des Microbiologistes de 
Langue Francaise. En attendant qu'un nouveau Congrés soit 
possible, et pour répondre @ un projet établi dés le temps 
de paix, cette activité revélira dorénavant la.forme de réunions 
mensuelles, au rythme de dix par an, d’octobre & juillet. Ces 
réunions se tiendront le premier jeudi de chaque mois au 


Grand Amphithéatre de l'Institut Pasteur, & 16 heures. Elles. 


auront pour objet lVexposé de communications consacrées 
a des travaux originaux de microbiologie. Les communi- 
cations seront survies de discussions. Il ne sera pas envoyé de 
convocations. 3 

Grace a@ Vhospitalité offerte par les Annales de l'Institut 
Pasteur, les communications paraitront dans ce périodique, 
sous forme de notes préliminaires n’excédant pas trois pages, 
el seront imprimées a la fin du numéro qui suivra la réunion. 
Le texte ne varietur sera remis a la séance. Les frais de tirés 
a part, et de clichage s'il y a leu, sont a la charge des auteurs. 


Les membres de Association désirant présenter des commu- 


nications sont priés d’en aviser le Secrétaire général et de lui 
en favre connaitre le titre. : 


Les prochaines séances auront lieu les jeudi 6 novembre, 


4 décembre 1941, 8 janvier (en raison des vacances) et 
5 février 1942. 
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Séance du 2 octobre 1941. 


M. Louis Martin, président de I’Association des Micro- 
biologistes de Langue Francaise, ouvre la séance et expose 
les conditions dans lesquelles ]’Association a pu reprendre 
son activité. I! donne ensuite la parole 4 M. J. Tréfouél, 
directeur de |’Institut Pasteur, qui accueille les membres de 
l’Association et préside la réunion. 


COMMUNICATIONS 


LES ANAVENINS SPECIFIQUES 
ET LES SUBSTANCES ADJUVANTES ET STIMULANTES 
DE L’IMMUNITE 
DANS LA PRODUCTION DES SERUMS ANTIVENIMEUX 
RESPECTIVEMENT DIRIGES 
CONTRE LES VENINS DE CERASTES CORNUTUS 
: ET DE NAJA-HAJE 


par G. RAMON, P. BOQUET, R. RICHOU et L. NICOL. 


Au cours des quinze derniéres années, des progrés incessants- 
ont été réalisés dans la production des sérums antitoxiques et cela 
erdce surtout a l’utilisation des anatoxines (1) et des substances 
adjuy antes et stimulantes de Vimmunité (2). 

C’est ainsi qu’a Vheure actuelle on peut obtenir, chez le cheval, 
apres trois semaines a peine d’immunisation au moyen de 
l'anatoxine diphtérique additionnée de tapioca, des sérums anti- 
diphtériques ayant une valeur beaucoup plus grande que ceux 


(1) G. Ramon. GC. R. Acad. Se, 1925, 177, 1388. 
e? G. Ramon. Recueil de Méd. véet., 1925, 104, 227 et 348 ; iC. R. Tee 

, 1925, 434,157. Voir pour la bibliographie générale de la question : 

i 2 Presse Médicale, 1940, n° 84 et 85 ; IV° eonares de Leg com- 


ts ée, Rome, 1939. 2 
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produits autrefois & Vaide des anciens procédés en un temps 
d’immunisation variant “entre deux et trois mois et méme 
davantage (3). Alors qu’il y a peu d’années encore six mois 
a’ immunisation et un grand nombre d’injections (30 4 50) de toxine 
tétanique plus ou moins modifiée dans sa toxicité (toxine 1odo- 
iodurée par exemple) étaient nécessaires pour amener le cheval 
a donner un sérum antitétanique ayant une valeur égale ou 
inférieure a 300 unités antitoxiques par centimétre cube, on peut 
obtenir aujourd’hui, chez les chevaux préalablement vaccinés 
contre le tétanos et soumis a 5 ou 6 injections seulement d’ana- 
toxine au tapioca, des sérums qui contiennent au centimetre cube 
une quantité d’antitoxine tétanique correspondant a plusieurs 
milliers d’unités antitoxiques jusqu’a 8, 10 et 12.000 unités 
parfois (4). 


Ce rappel succinct des résultats acquis suffit & montrer les. 


économies considérables de matériel, de temps et d’argent ainsi 
réalisées au laboratoire par lutilisation des méthodes que nous 
avons mises au point, au fil des années, pour la préparation des 
sérums antitoxiques, économies auxquelles il faut ajouter les 
bénéfices que retire le malade de l’emploi thérapeutique de ces 
sérums de valeur antitoxique élevée, sans compter les commodités 
pratiques qu’ils offrent pour le clinicien (5). 

Pour des raisons tout 4 fait indépendantes de notre volonteé, 
nous n’avions pu jusqu’é maintenant prendre l’initiative d’étendre 
de telles méthodes, par ailleurs si fructueuses, a la production 
des sérums antivenimeux. Cependant ces méthodes devaient étre 
mises en ceuvre, et avee succés, a |’étranger, pour l’obtention des 
antitoxines venimeuses. Ainsi, notre ancien collaborateur E. Grasset 
se sert, en Afrique du Sud, des anavenins (5 bis) dans la prépara- 
tion de divers sérums antivenimeux (6). Aux Indes, S. M. K. Mal- 
lick (7) utilise, pour le méme objet, le tapioca comme substance 
adjuvante, etc... (8). 


(3) Pour l’ensemble des documents sur ce sujet, consulter G. Ramon 
et R. Ricnov. Revue d’Immunol., 1939, 5, 417. 

(4) Voir G. Ramon, E. LEMETAYER, R. Ricnou et L. Nico. Revue d’Im- 
munol., 1939, 5, 405. 


(5) Parmi ces avantages, on peut citer : l’activité plus grande des — 


sérums, la réduction du volume A injecter au lit du malade, la possi- 
bilité d’obtenir ce que nous avons appelé « la solution d’antitoxine 
tétanique » qui dans la sérothérapie préventive du tétanos diminue 


considérablement les risques d’accidents sériques. G. Ramon. Bull. Acad. 


Méd., 1940, 124, 609 ; Mém. Acad. Chir., 1940, 66, n°* 17 et 18. 5 
(5 bis) Au sujet des anavenins, voir G. Ramon. Ces Annales, 1925, 
39, 1. ; = : 
(6) E. Grasser et A. Zourenpick. C. R. Soc. Biol., 1932, 444, 432.. 
(7) S. M. K. Mariicx. Ind. Journ, Med. Res., 1936, 23, 993. 
(8) V. Krosusirzxy. Wien. Klin. Wochensch., 1939, 52, 1095. 
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Les événements actuels nous ont donné la possibilité et en méme 
temps nous ont imposé la nécessité d’appliquer nos méthodes a la 
préparation des sérums antivenimeux. Déja, dans des notes anté- 
rieures (9) nous avons fait connaitre les résultats obtenus dans 
la production des sérums anti-venins de vipéres (Vipera aspis) el 
de cobra (Naja tripudians). Nous exposerons dans la présente 
communication ceux que nous avons atteints en ce qui -concerne 
les sérums antivenimeux dirigés d’une part contre le venin de 
Cerastes cornutus, d’autre part contre le venin de Naja-haje. 

Un cheval, le n° 907, recoit des injections sous-cutanées 
d’anavenin (solution & 10 milligrammes de venin par centimétre 
cube additionnée de 5 cent. cubes de formol par litre et abandonnée 
au moins trois semaines a l’étuve a 40°) selon le protocole suivant : 


41 juillet 1941, 10 c.c. d’anavenin correspondant a. . 400 milligr. de venin. 
17 juillet 1941, 20 c.c. d’anavenin correspondant a. . 200 — — 
23 juillet 1941, 40 c.c. d’anavenin correspondant 4. . 400 — — 
28 juillet 1944, 80 c.c. d’anavenin correspondant a. . 800 — — 
4°7aotit 1944, 120 c.c. d’anavenin correspondant 4... 1.200 — = 


Chaque dose était partagée avant l’injection en deux fractions 
égales, l'une étant additionnée de tapioca, l’autre de tanin. 

Une saignée d’épreuve a été pratiquée chez cet animal le 
1* aodt afin de rechercher et de doser |’antivenin dans le sérum 


ainsi recueilli. Les dosages ont été pratiqués chez la souris d’aprés. 


la technique courante que nous rappellerons briévement; on 
mélange une quantité fixe de venin (représentant au moins deux 


_doses mortelles pour la souris) 4 des volumes variables du-sérum 


a titrer. Les mélanges sont laissés trente minutes a 37°, puis 
injectés par voie péritonéale 4 des souris du poids de 15 a 
20 grammes. D’aprés les dosages ainsi effectués, le sérum du 
cheval 907 recueilli le 1° *aott, soit trois semaines aprés le début 
de l’immunisation, neutralisait un peu plus de 1 milligramme 
a la dose de 1 cent. cube, titre que l’on considére en général 
comme suffisant pour emploi thérapeutique. 

Un autre cheval, le n° 948, est immunisé dans des conditions 
analogues au moyen de Vanavenin de Céraste. Il recoit les : 


42 aodt 1941, 10 c.c. d’anavenin correspondanta... 100 milligr. de venin. 


18 aot 1944, 20 c.c. d’anavenin correspondant 4. . . 200 — _— 
23 aott 1944, 40 c.c. d’anavenin correspondant a. . . 400 — — 
28 aout 1941, 80 c.c. danavenin correspondant 4 . 80052 se 


8 septembre 1941, 120 c.c. sranavenii cote pendent s: 1.200. — a 


Des saignées sont pratiquées chez cet animal, 4 des moments 
variables de son immunisation, aux fins de ieee de lantivenin 


(9) G. Ramon, Pp. Receur et L. Nicon. C. R. Acad. Sc., 1940, 2141, 236. 


~ — G. Ramon, P. Bogue, R. Ricnou et Mile Marcelle Ranon. GRERe OSG, 


Biol., 26 juillet 1940. 
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dans son sérum. Nous avons résumé ci-dessous les résultats de 
ces dosages exprimés en fonction du volume de sérum capable de 
neutraliser 1 milligramme de venin 


Sérum du 4 septembre 2°. C. 

Sérum du 6 septembre 25OnG: 

Sérum du 17 septembre . Oc.c. 5 
0 H 


Sérum du 19 septembre 


Le cheval 936 est immunisé a aide de solutions d’anavenin de 
Naja-haje additionnées, immédiatement avant les injections, pour 
moitié de la dose-de tapioca, autre moitié recevant du tanin. La 
marche de l’immunigation.a été pour cet animal la suivante + 


AA juillet 1944, 10 c.c. d’anavenin correspon- 


Gant de weeds ws Pre te hia, 100 milligr. de venin Naja-haje. 
17 juillet 1941, 20 C.c. Saapereate wonresnow 

dantrar jo csan. atrietel sic du weieder int 200 = — — 
23 juillet 19441, 10. Cac. @ anavenin correspon- 

GREW Ae tae se Bi OMe 400 = — = 
28 juillet 1941, 80 | Ci. Paauvonie corresponi- 

Cant-Bimok. Wasa e see. eahes crate groans 800 — == 


1°" aowt 1944, 100 c.c. dicnaveam correspon: . 

ERT AL 6 Sie ree G8 bs Sy er ele ips te. lol) > ae 
8 aout 1944, 120 c.c. Agnavenin correspon- 

COA 2 ean cps aire os el mlemtemten ction Cok mermaid U0 Mere = 


Le sérum de ce cheval neutralise 1 milligramme de venin Naja- 
haje a la dose de 8 cent. cubes le 7 aout, a la dose de 4 cent. cubes 
les 13 et 16 aott, et de 2 cent. cubes les 19 et 22 aout, ce dernier 
litre traduisant pour l'animal:en question une immunité relati- 
vement bonne a l’égard du venin Naja-haje. 

Ces différents résultats confirmant ceux déja acquis préeé- 
demment montrent que des sérums antivenimeux de différente 
sorle peuvent étre obtenus, en l’espace de quatre a cing semaines 
seulement, chez le cheval immunisé au moyen des anavenins 
spécifiques additionnés soit de tapioca, soit de tanin, alors que 
jusqu’ici il fallait chez nous, pour préparer des sérums d'une 
- activité équivalente, huit a diz mois d’immunisation, -c’est-a-dire 
huit fois plus de temps, en utilisant la technique,’ vieille de 
quarante ans, des injections multiples de venin non modifié. _ 

Ainsi se trouvent affirmés, une fois de plus, les avantages qui 
peuvent étre retirés dans le domaine de Immunologie pratique, 
de la mise en ceuvre des antigénes anatoxiques et des substances 
adjuvantes et stimulantes de Vimmunité, avantages particulié- 
rement précicux dans les cireonstances actuelles. 


(Institut Pasay. annexe. de Garches.) 
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INFECTION DU COBAYE PAR LE TRYPANOSOME 
DES RUMINANTS DES ANTILLES 7RYPANOSOMA VIENNEI 
SOUCHE AMERICAINE DE 78. CAZALBOUI (VIVAX) 


par E. ROUBAUD et A. PROVOST. 


Le trypanosome des Ruminants des Antilles Tr. viennei 
Lavier 1921, Tr. guyanense Léger et Vienne 1919, de méme 
que les trypanosomes africains du type cazalboul-vivax dont il 
ne représente vraisemblablement qu’une souche américaine 
importée, n’est dans la nature infectant que pour les Ruminants 
et les Equidés. Ces différents virus sont classiquement considérés 
comme non transmissibles aux rongeurs de laboratoire, bien que 
parfois une survivance de quelques jours ait élé notée chez les 
rats et les souris inoculés avec des doses massives. 

Les premiers, Blacklock et W. Yorke (1) ont cependant réussi 
a ifecter des lapins en partant d’une souche de cazalbout (vivax) 
isolée du cheval en Gambie et conservée sur chévres. A partir du 
trente-huitiéme passage sur la chévre le virus est devenu aisément 
transmissible aux lapins et la souche put étre entretenue par 
passages successifs sur ces rongeurs pendant environ trois mois. 

Avec le virus américain (souche de Surinam), O. Nieschulz (2) 
a conféré 4 8 lapins sur 5 une infection légére et bréve qui ne 
put étre transmise en série. De notre-cdté, avec une souche de 
Tr. viennei originaire de la Martinique, nous avons naguére (3) 
obtenu des infections typiques chez le lapin, mais seulement en 
partant d’un virus pris sur des Ruminants (chévres) récemment 
infectés. Deux passages successifs sur lapins ont pu étre réalisés 
sans qu'il ait été encore possible de pousser plus loin l’adaptation 
du virus caprin a ces rongeurs. 

L’infection du cobaye, malgré des essais nombreux, n’a jusqu’ici 
donné aucun résultat aux différents expérimentateurs, aussi bien 
avec le virus africain qu’avec le virus américain ou antillais. Nous 
basant sur les résultats de nos précédents essais d’infection du 
lapin, ous avons récemment repris’ avec le méme virtis et dans 
les mémes conditions expérimentales des essais d’infection du 


(1) Ann. Trop. Med. Paras., 1912, 6, 107 et 19138, 7, 563. 

(2) Tijdsch. v. Diergeneesk., 1938, 65, 972 et III° Congrés des Mala- 
dies tropicales et du Paludisme, Part. I, Amsterdam, 1938, 707. 

(3) E. Rocsaup’et A. Provost, Bull. Soe. Path. Exot., 1939, 12, 553. 
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cobaye. Disposant d’un chevreau récemment infecté de Tr. viennei 
(inoculation le 4 juin, premiére apparition des trypanosomes le 
16 juin) nous avons, le 4 juillet, inoculé par voie intrapéritonéale 
un cobaye adulte (1) avec 2 cent. cubes de sang défibriné du 
chevreau infecté. Les trypanosomes furent vus dans le sang div 
cobaye (1) tous les jours a partir du lendemain. 

Le 8 juillet, deuxiéme passage: 2 cent. cubes. de sang du 
cobaye (1) sont prélevés au cceur et inoculés par voie intrapéri- 
tonéale A un petit cobaye (2) agé de huit jours. Aprés une incu- 
bation de sept jours le cobaye (2) a présenté des trypanosomes 

(trypanosomes rares) réguli¢rement a tous les examens, A partir 
~ du 15 juillet jusqu’au 29 septembre. | 

Un troisiéme passage a été effectué le 31 juillet. Un cobaye (8) 
d’une huitaine de jours a recu par voie intrapéritonéale 1 cent. cube 
de sang prélevé au cobaye (2). Les trypanosomes visibles en goutte 
épaisse a partir-du 27 aodt ont été retrouvés (rares ou trés rares) - 
a tous les examens ultérieurs en aot et septembre. 

Le 22 septembre, un quatriéme passage positif a été effectué du 
virus du cobaye (3) & un jeune cobaye (4) Agé de trois semaines. 
Les trypanosomes ont été décelés dans le sang de ce dernier animal 
a partir du 29 septembre. 

Dans l'état présent de recherches qui sont actuellement en cours 
il a done été possible de transférer de la chévre au cobaye une 
souche antillaise de Tr. viennet et de lVentretenir par passages 
successifs sur cobayes depuis plus de trois mois. Les infections 
jusqu’ici observées chez le cobaye sont de durée beaucoup plus 
longue que chez le lapin. Elles peuvent durer plusieurs mois sans 
mortalité observée, et avec présence réguliére du virus dans le 
sang. I] est permis d’espérer une adaptation ultérieure durable de 
la souche au cobaye et peut-étre l’entretien permanent du virus 
sur ce rongeur de laboratoire. 


(Institut Pasteur.) — 


ESSAIS NEGATIFS : 
DE LA TRANSMISSION DE LA LEPRE HUMAINE 
AU HAMSTER DE SYRIE, CA/CETUS AURATUS” 


par E. MARCHOUX, V. CHORINE, A. CHABAUD et J. TISSEUIL 


(Cette communication paraitra sous forme de Mémoire 
dans les Annales de l'Institut Pasteur.) 
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ALTERATION DU BACILLE DE HANSEN 
PAR LES FIXATEURS 
ROLE PROTECTEUR DE L’ACIDE PHENIQUE 


par A. CHABAUD. 


(Cette communication paraitra sous forme de Mémoire 
: dans les Annales de UJInstitut Pasteur.) 


a 


| VARIABILITE ET SELECTION DANS L’ACCOUTUMANCE 
DE CERTAINES LEVURES A L’ARSENIC 


par P. BERAUD. 


= 


Lorsqu’on suit le développement d’un microbe dans une série 
de tubes identiques, contenant la méme dose d’antiseptique et 
ensemencés de fagon untforme, on observe parfois de trés grandes 

- irégularités. Charles Richet (1), qui a étudié ce phénoméne dans 
tous ses détails, Lattribuait au fait que le microbe s’était tout 
dun coup habitué dans te[ ou tel tube et avait subi, la, une 
premiére mutation brusque. Ch. Richet opérait sur des ferments 
_lactiques, mais la levure, en raison de ses dimensions, constitue 
un test tres commode pour ce genre d’expérience, car elle permet 
un contrdle microscopique du développement. Les expériences 
- suivantes ont été réalisées avec plusieurs levures de boulangerie, 
en particulier avec un Saccharomyces du type ellipsoideus : la 
— levure Springer. La souche initiale provenait d’une cellule unique, 


isolée par la méthode des gouttelettes. Afin de réduire les varia- 


_ tions pouvant résulter de age des cellules, les ensemencements 


_ Aagées de moins de vingt-quatre heures. 
- Si Von observe le développement de la levure Springer 
-ensemencée en eau de touraillons gélatinée contenant des doses 
- croissantes eee uete de soude, on constate une (res grande 


nécessités par les différents essais étaient effectués avec des cellules - 
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variabilité dans le comportement des cellules. Telle d’entre elles 
ne se multiple qu'un petit nombre de fois, telle autre, au 
contraire, donne naissance, dans le méme laps de temps a une 
colonie visibl® a Voeil nu. De nombreux globules ne commencent 
a bourgeonner que plusieurs jours aprés I’ ensemencement, d’autres 
restent stériles et la proportion de ces derniers est d’autant plus 
élevée que la dose d’arséniate est elle-méme plus élevée. Au 
voisinage de la concentration M/400 en arséniate, les dimensions 
atteintes par les diverses colonies sont extré mement variables. En 
l'absence d’antiseptique, ces phémoméues n’ont pas leu ou sont 
trés rares et les irrégularités constatées dans la croissance sont 
faibles. 

Ainsi que Va bien vu Effront (2) la sélection joue un role 
important dans Vaecoutgmance. En présence d’arséniate a la 
concentration M/200, par exemple, 1 cellule sur 10 seulement 
donne naissance A une colonie visible & Voeil nu. Cependani 
Effront attribuait cette sélection a la mort des cellules alors qu’elle 
résulte bien davantage de la concurrence vitale entre des lignées 
a multiplication plus ou moins rapide. Quoi qu’il en soit, varia- 
bilité et sélection expliquent pourquoi, lorsqu’on applique a la 
fermentation alcoolique, en présence d’arséniate, Ja méthode des 
écarts de Cardot et Richet (8), on trouve des écarts moyens de 
la moyenne, notablement plus élevés que dans les séries témoins. 

L’accoutumance est progressive : un deuxiéme passage sur le 
milieu nutritif contenant la méme dose d’arsenic, donne lieu a 
Vobservation des mémes phénomeénes de variabilité et de sélection 
qu’au premier passage. Ces phénoménes ne vont en s’atténuant 
que peu a peu. D’autre part, si Pon suit la descendance d’une 
cellule unique provenant d’une culture accoutumée, on constate 
que le caractére d’adaptation se perd au bout d’un nombre variable 
de passages sur milieu sans antiseptique. 

Ces faits semblent plaider contre l’existence de mutations réelles. 
Si nous écartons le mot de « mutation », nous dirons que le 
processus d’accoutumance consiste en une succession de lignées 
plus ou moins adaptées, entre lesquelles s'opére, du fait de la 
concurrence vitale, une sélection dans le sens unique de l’adapta- 
tion. La perte du caractére adapté dans la culture en milieu sans 
arsenic peut s’expliquer par le méme processus se déroulant en 


sens inverse. On constate, en effet, lorsque l’on ensemence sur 


milieu gélosé sans arsenic de la levure provenant d’un milieu 
contenant de l’arsenic, les mémes phénoménes de variabilité et 
de sélection que dans V’opération inverse. 


(Institut Pasteur. Service des Fermentations.) 


(2) J. Errronr. C. R. Soc. Biol., 1920, 83, 807. 
(3) H. Canpor et Ch. Ricuer. Ces Annales, 1919, 33, 574. 
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VARIABILITE ET ACCOUTUMANCE 
CAUSES D'INDETERMINATION 
DANS L’ETUDE DES FACTEURS DE CROISSANCE 
DES LEVURES 


par P. BERAUD. 


Les irrégularités qui ont été signalées dans la communication 
précédente a propos de l’action de l’arsenic se retrouvent lorsqu’on 
essaye d’accoutumer une levure a un milieu minéral. Si l’on 
ensemence avec une levure de champagne, dans des condilions 
aussi comparables que possible une série de tubes contenant du 
liquide de Raulin par exemple, on constate que le temps qui 
s’écoule entre l’ensemencement et le déclenchement de la fermen- 
tation est trés variable d’un tube a Vautre. L’analogie a:ec les 
faits signalés par Ch. Richet en 1917 a propos de 1l’accoutumance 
des microbes aux antiseptiques est frappante et l’on peut penser 
que les deux phénoménes procédent d’une cause commune 
Vapparition inégale de lignées plus ou moins adaptées. Pour 
vérifier cette hypothése, il est naturel d’avoir recours sux méthodes 
employées pour étudier la variabilité et la sélection dans le cas des 
antiseptiques. J’ai exposé les résultats que fournissaient ces 
méthodes, dans le cas de l’accoutumance au liquide de Raulin, 
d’un Saccharomyces : la levure Verzenay, dans deux notes pré- 
sentées a la Société de Biologie les 24 mai et 28 juin 1941 (1). 
La variabilité dans le comportement des cellules peut étre décelée, 
soit par Vexamen du développement au microscope, soit par 
l’observation directe des colonies formées, soit enfin par la méthode 
des écarts employée par H. Cardot et Ch. ens dans leurs études 
sur l’action des antisepliques. 

La sélection joue un role important dans Vaccoutumance aux 
milieux minéraux, comme le montre le dénombrement des colonies 
formées sur milieu minéral gélosé aprés ensemencement d'un 
nombre déterminé de globules. L’accoutumance se manifeste par 
le fait, qu’avec le nombre des passages, il y a une sugmentation 
lente de la proportion des cellules capables de former des colonies 
visibles lorsqu’on les ensemence, en suspensions trés diluées, sur 
un milieu minéral. 

: Ss 


(1) P. Beraup. C. R. Soc, Biol., 1941, 135, 683 et 872. 
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Ces expériences, effectuées dans le cas limite d’un milieu 
minéral, viennent a Vappui de Vidée, malheureusement peu 
répandue, que dans les recherches relatives A la nutrition de la 
levure, la possibilité de phénoménes d’accoutumance ne devrait 
jamais étre perdue de vue. Ces recherches se font ordinairement 
en ensemencant une quantité mesurée d’une levure déterminée dans 
des flacons contenant un milieu minéral additionné de la substance 
dont on veut apprécier l’effet. Mais, alors que certains auteurs 
utilisent, aprés V’avoir lavée, une levure cultivée sur l’un des 
milieux riches habituels, tel que le modt de biére, d’autres se 
servent, pour leurs ensemencements, d’une levure cultivée sur 
milieu minéral. Il est clair que méme si l’on fait appel dans les 
deux cas A la méme race de levure, les résultats seront nettement 
différents, la levure accoutumée se comportant comme une véritable 
race nouvelle capable de faire la synthése de ses enzymes et, par 
conséquent, bien moins exigeante sous le rapport-de la nutrition. 

En ce qui concerne, plus particuliérement, les facteurs de 
croissance, les faits que j’al exposés plus haut incitent a penser 
qu'il n’y a peut-étre pas toujours une limite bien déterminée entre 
les levures qui nécessitent certains facteurs et les levures qui 
peuvent s’en passer. ’ 

Enfin, une cause d’imprécision tient au nombre des globules 
ensemencés qui doit toujours étre trés réduit afin d’éviter |’ intro- 
duction de facteurs de croissance étrangers sous forme d’excés de 


semence. Les écarts provenant des phénoménes de variabilité ~ 


précédemment décrits seront précisément d’autant plus grands que 
la quantité de semence. Sera plus restreinte. 

Je conclurai en disant qu'une étude approfondie des phénomenes 
de variabilité et d’accoutumance devrait toujours précéder ’examen 


dune substance en tant que facteur de croissance pour une levure 
déterminée. 


(Institut Pasteur. Service des Fermentations.) 
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CARACTERES ESSENTIELS 
DES SOUCHES DE BACILLES PESTEUX 
SUSCEPTIBLES D’ETRE UTILEMENT EMPLOYES 
COMME VACCINS VIVANTS 


par G. GIRARD. 


Les recherches expérimentales effectuées a Madagascar 
[Ge Girard <et J22 Robic|- (ty, a Java -[L. Otten} ~(2);-sur* la 
vaccination antipesteuse au moyen: de bacilles vivants, ainsi 
que les applications qui les ont sanctionnées dans la pratique 
de la vaccination humaine ont suscité un certain intérét. La 
souche E.V., toujours utilisée a Madagascar depuis 1932, est 
étudiée par Otten a V’Institut Pasteur de Bandoeng dés 1935 en 
méme temps que le savant hollandais nous remet sa souche 
javanaise « Tjiwidej] » que nous étudions avee Robic; de part 
et d’autre la valeur antigéne des deux cultures est confirmée. 

A Johannesburg, H. Pirie et E. Grasset (3), opérant sur le rat, 
reconnaissent la supériorité du virus vaccin E.V. sur les vaccins 
tués et le substituent avec avantage 4 ceux-ci dans la préparation 
des chevaux producteurs de sérum. 

A Saratov, P. I. Korobkova (4) préconise pour lhyperimmuni- 
sation des. chevaux l’emploi de cultures vivantes avirulentes ou 
atténuées et, parmi elles, la souche E.V. 

A Buenos-Ayres, un important travail d’Anchezar (5), un autre 
du méme auteur avec Savino (6) confirment en tous points nos 
conclusions sur Ia valeur immunisante du vaccin E.V. et le réle 
des réactions vaccinales chez le cobaye dans la genése de cette 
immunité. 

Par ailleurs, dans des communications personnelles, nos 
collegues de I’Institut Pasteur de Dakar: nous informent des 
résultats de leur expérimentation avee la souche E.V. : satis- 


(1) Ann. Médecine, 1937, 42, 478; Congrés de Médecine tropicale, 
Amsterdam, 1938, 4, 335. 

(2) Indian J. médic. Res., 1936, 24, 1078. 

(3) South. Afric. medic. J., 1938, 12, 294. 

(4) Rev. Microb., Epid., Parasit., Saratov, 1937, 16, 265. 

(5) Rev. Inst. bact., Buenos-Ayres, 1938, 8, 196. 

(6) Rev. Inst. bact., Buenos-Ayres, 1939, 9, 122. 
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faisants avec Advi ie , ils sont médiocres ou nuls avee M. Mathis, 
puis eer avee E, Arquié muni a son départ de France d'une 
nouvelle culture. 

En Amérique du Sud, échees relatifs ou absolus a Lima et a 
Santiago avec des cultures issues: de |’éehantillon qui donne a 
Buenos-Ayres les succes rapportés plus haut (communication 
verbale du D™ Suarez a J. Robic). 

Nous-méme avee Robie remarquons de notables. différences 
dans le comportement de plusieurs échantillons de notre souche, 
entretenus a dessein a divers stades de leurs repiquages et a des 
températures variables. 

D’autre part, Anchezar et Savino (6) comparent aux souches E.V. 

Tjiwidej} une souche américaine « Mercado » dont la virulence 
a tolalement disparu. Elle n’engendre chez le cobaye aucune 
immunilé, 

Reitano, a Rome (7), ne réussit pas davantage a proléger 
le cobaye ou le rat avec une culture de peste dépourvue de virulence. 

Comme nous lavons maintes fois souligné, ce que confirment 
les recherches de ces derniers auteurs, un bacille pesteux avirulent 
ne constitue pas ipso facto un vaccin vivant efficace. 

Pour nous, ne présentent d’intérét, au point de vue wmmuni- 
sation, que les cultures qui possedent trois caractéres essentiels 
dont la disparition progressive entraine la perte graduelle de la 
valeur antigéne, qu’il s’agisse d’une souche déterminée ou d’échan- 
lillons variés d’une méme souche. 

Ce sont : 

l° Une vitalité normale et un aspect classique de la culture sur 
gélose et surtout en bouillon. Les souches avirulentes, dépourvues 
de valeur antigéne, poussent généralement mal. En bouillon, au 
lieu des flocons et du léger voile habituels, on observe des 
grumeaux qui se déposent rapidement et traduisent une dégra- 
dation vers un type R que nous nous proposons de définir dans 
une note ultérieure. 

2° La persistance d’un certain degré de virulence qui, prati- 
quement, se manifeste par le développement d’un nodule au niveau 
de Vinjection de 1 4 2 milliards de germes dans la peau du flane 
du cobaye. Ce nodule apparait quarante-huit a soixante-douze 
heures aprés Vinjection, atteint son maximum de volume le 
sixiéme ou le sepuéme jour et s’efface vers le douziéme. Il peut 
atteindre la grosseur d’une noisette. J. Bablet procéde actuellement 
a son étude histologique. Ce nodule s’accompagne de réactions 
spléniques du méme type, mais a un degré moindre, que celles 
provoquées par l’inoculation intr apéritonéale et qui ont fait Vobjet 
d'une précédente note (8). 


(7) Boll. Sez. Ital. Soc. Int. microb., 1987, 9, 60. 
(8) J. Banter, G. Grrarp et J. Ropic. C. R. Soc. Biol., 1937, 124, 1055. 
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Nous avons montré en outre, avec Radaody-Ralarosy, que le 
germe E.V. pouvaitl étre isolé des organes pendant plusieurs jours 
chez les cobayes inoculés a forte dose sous la peau (9). Otten avait 
de son coté isolé de la rate du cobaye son germe Tjiwidej plusieurs 
jours aprés une inoculation sous la peau. Or, rien de semblable 
ne se voit avec un germe complétement avirulent, il est détruit 
sur place et ne provoque pas de nodule. Un tel germe est dénué 
de valeur immunisante. 

3° La persistance d’un pouvoir toxique dont le degré n’est pas 
nécessairement lié a celui de la virulence. L’extrait obtenu en 
soumettant les cultures sur gélose & des congélations et décongé- 
lations successives d’aprés la technique de Gory et Grasset entraine 
la mort de la souris entre huit et trente-six heures a des doses 
variant de 1/20 a 1/4 de centimetre cube en injection sous-cutanée, 
Pextrait ayant au préalable été filtré sur bougie. 

En résumé, un vaccin antipesteux vivant n’a d’efficacité qu’autant 

quwil provient d’une souche dont la vitalité est satisfaisante et dont 
la virulence et la toxicité n’ont pas entiérement disparu. A fortiori, 
doit-on exiger ces caractéres des souches qui servent 4 préparer 
des vaccins tués lorsque les laboratoires qui les fabriquent n’en 
possédent pas de virulentes. 
_ Le maintien de ces propriétés demande certaines précautions 
dans l’entretien des cultures dont la valeur antigéne doit faire 
Vobjet de contrdles fréquents. La température joue a cet égard un 
role de premier plan comme nous aurons l’occasion de le montrer 
dans une prochaine note. 


Unstitut Pasteur.) 


SUR LA CONSERVATION DE QUELQUES ULTRAVIRUS 
PAR LA DESSICCATION 


par J. VERGE et P. GORET. 


La dessiccation rapide des ultravirus, ainsi que leur congélation 
au sein des tissus qui les renferment, constituent d’excellents 
procédés de conservation de la vitalité et de la virulence. On peut 
combiner les deux méthodes et réaliser, dans le vide, une dessicca- 


(9) G. R. Soc. Biol. 1940, 133, 580. 
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tion rapide des particules infectieuses préalablement congelées. 

Mudd, Reichel, Flosdorf et Eagle (1) ont mis au point un 
appareil permettant d’obtenir trés rapidement des virus desséchés 
pouvant survivre trés longtemps et n’ayant rien perdu de leurs 
qualités pathogénes. Cette technique a déja fait objet des commu- 
nications de Flosdorf et Mudd (2); de Rivers et Ward (8); de 
Knox (4). Elle a été utilisée en France, en ce qui concerne le virus 
vaceinal, par Plotz et Martin (5) et par Plotz et Lépine (6). Nous 
l'avons nous-mémes appliquée, depuis 1936, a la conservation des 
virus de la maladie des chiens, de la variole aviaire, de la fievre 
aphteuse et de la peste porcine ; nous avons pu nous convaincre, 
ainsi, de l’excellenee de la méthode et de sa grande valeur pratique. 

Flosdorf et Mudd ont recommandé d’ adjoindre a la suspension 
de tissus virulents une substance inoffensive et stérile qui a pour 
effet, d’une part, d’augmenter le volume de la suspension et de la 
rendre plus facilement soluble aprés dessiccation, d’autre part, 
d’exercer une action protectrice’ au cours de l’opération. Apres 
avoir essayé le blanc d’ceuf -— qui présente l’inconvénient d’étre 
antigéne — les auteurs ont arrété leur choix sur la gomme acacia, 
qu’ils ajoutent 4 l’émulsion dans la proportion de 10 p. 100. 

Nos propres observations confirment en tous points les 
recherches des savants américains. Nous pensons en outre que 
Vaction protectrice de la substance surajoutée s’exerse non seule- 
ment lors de la dessiccation, mais influe considérablement sur la 
durée de conservation du virus. Les essais suivants en administrent 
la preuve. 

Toutes ces expériences se rapportent & un virus desséché, 
conservé dans le vide en ampoules scellées, sans précautions 
spéciales (glaciére ou laboratoire), mais a l’abri de la lumiére. 

1° Virus de la maladie des chiens. 

On utilise comme source de virus une suspension de rate 
provenant d’un furet infecté et prélevée 4 la période agonique de 
la maladie. 

L’émulsion en sérum physiologique seul, desséchée en janvier 
1937, est encore virulente en aot 1937, soit aprés sept mois. Elle 
ne Vest plus en janvier 1938. En revanche la méme émulsion, 
additionnée de 10 p. 100 de gomme acacia, donne encore au furet 
une infection typique en mai 1938, soit aprés seize mois de maintien 
a la température du laboratoire. Si l’émulsion est faite, non plus 
en eau physiologique, mais en sérum normal de chien ou de 


(1). Mupp, ReicueL, FLosporr et Eacite, Am. J. Pathol., 1934, 40, 662. 
(2) FLosporr et Mupp. J. of Immunol., 1935, 29, 389 et 1939, 34, 469. 
(3). Rivers et Warp. J. of Exp. Med., 1935, 52, 549. 

(4) Knox. J. of Path. and Bact., 1939, 49, 467. 

(5) Puorz et Martin. Bull. Ac. Med., 1936, 41416, 434. 

(6) Pxrorz et Lépine. C. R. Soc. Biol., 1938, 127, 264. 
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cheval, le temps de conservation parait égal & celui du virus 
« gomme acacia ». 

Un dernier essai effectué en janvier 1939 s’est révélé négatif. 
Nous éprouvons actuellement l’activité d’un virus desséché en 
sérum au mois de janvier 1988. 

2° Virus de la fievre aphteuse. 

Le virus aphteux, qui a fait l’objet de nos recherches, est un 
virus de type O, bien adapté au cobaye, mis aimablement a notre 
disposition par M. le directeur Rinjard. 

On utilise un fin broyat de lambeaux d’aphtes primaires et 
secondaires, développés chez les cobayes inoculés au niveau du 
derme plantaire des pattes postérieures. Le 13 avril 1937, on 
prépare avec le méme virus 3 lots d’ampoules: l’un contient un 
broyat d’aphtes en eau physiologique tamponnée (pH 7,5) ; l’autre, 
la méme émulsion additionnée de 10 p. 100 de gomme acacia; le 
troisiéme, enfin, renferme un broyat d’aphtes en sérum normal de 
cheval. Chaque suspension virulente- est filtrée sur gaze avant 
d’étre répartie en ampoules et desséchée. 

Les épreuves successives des 3 lots ont fourni les résultats 
suivants 

Le 18 avril 1938 et le 18 avril 1939, le virus — sous ses trois 
états — produit chez le cobaye un aphte primaire suivi de généra- 
lisation au bout de vingt-quatre heures. 

Le 27 mars 1940 les virus « gomme acacia » et « sérum » ont 
conservé toute leur activité et leur virulence, tandis que le virus 
seul ne donne plus naissance qu’aé un aphte primaire sans généra- 
lisation. 

Le 6 mai 1940 l’émulsion en eau physiologique, sans substance 
protectrice, a perdu toute vitalité ; au contraire, en sérum ou en 
gomme ‘acacia, le virus continue de manifester des qualités haute- 
ment pathogénes. I] en est de méme le 6 aodt 1941, soit aprés 
cinguante-deux mois de conservation ; en effet, les cobayes pré- 
sentent aprés dix-sept heures, au niveau de la patte inoculée, un 
aphte primaire ; la généralisation aux autres pattes et a la bouche 
débute a la quarante et uniéme heure et est totale a la soixante- 
cinguiéme heure. L’un des cobayes (virus gomme-acacia) succombe 
a la quatre-vingt-seiziéme heure. 

Des temps de conservation aussi prolongés n’ont pas encore été 
signalés, 4 notre connaissance, pour le virus aphteux. 

3° Virus de la vartole aviaire. 

Une émulsion virulente en sérum physiologique est préparée en 
avril 1939 a partir des pustules développées sur la créte d’un coq 
expérimentalement infecté. 

Le virus est encore pleinement actif le 18 juillet 1941, soit au 
bout de trente-sept mois. Un coq inoculé a cette date ‘présente 
les premiers ‘signes de l’infection le 23 juillet. Le 28, Ja créte 
est recouverte de nombreuses vésico-pustules ; des fausses mem- 
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branes envahissent la cavité buccale et s’étendent au palais, a la 
base de la langue et aux commissures du bee. 

4° Virus de ‘la peste porcine. 

Nous avons soumis a la dessiccation le sang d’un porcelet mort 
de peste .expérimentale (virus algérien) en mai 1938. Jusqu’en 
juillet 1939 le virus a réguliérement transmis l’infection. Les 
circonstances actuelles ne nous permetlent guére de poursuivre 
les épreuves et de rechercher les limites de la conservation. 

° Conclusion. 

a) La dessiceation rapide, sous vide, aprés congélation, suivant 
la méthode de Flosdorf-Mudd, permet la conservation de certains 
ultra-virus pendant un temps trés long. C’est ainsi que, dans nos 
recherches arrétées 4 ce jour, les durées de conservation ont été 
respectivement de quatorze mois pour le virus de la peste porcine, 
de seize mois pour le virus de la maladie de Carré, de trente-sept 
mois pour le virus de la variole aviaire et de cinquante-deuxr mois 
pour le virus aphteux. 

Des expériences ultérieures nous fixeront sur la limite extréme 
de conservation de ces virus 4 l'état sec. 

b) L’addition, aux suspensions virulentes, de gomme acacia et 
de sérum augmente considérablement le temps de survie de certains 
ullravirus, particuliérement des agents de la maladie des chiens 
et de la fiévre aphteuse. 

Ces substances interviennent vraisemblablement en protégeant 
le virus au cours de la dessiccation et du vieillissement. Cette pro- 
tection est due a l’enrobement des particules virulentes dans une 
sorte de gangue au sein de laquelle le virus se trouve 4 Vabri ou 
sur laquelle il s’adsorbe en épousant les qualités de résistance 
du support. 


(Laboratoue de Microbiologie, Ecole vélérinaire d’Alfort.) 


M. Belin. — En ce qui concerne les toxines, nous avons vu avec 
Mutermilch qu’il est possible de les conserver en y ajoutant une 
substance jouant le réle de colloide protecteur. La conservation 
se fait d’autant moins bien qu’on Sees des substances pretengaes 
plus dégradées. 
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CONSERVATION DES VIRUS PAR LA CONGELATION 
ET PAR LA DESSICCATION 


par P. LEPINE et M" V. SAUTTER. 


La communication de MM. J. Verge et P. Goret nous incite 
a rapporter briévement quelques résultats de conservation des 
virus poursuivis depuis plusieurs années en employant soit la 
congélation, soit la dessiccation. 

Le point de départ de nos recherches, antérieur aux publications 
de Flosdorf et Mudd, a été, d’un point de vue pratique, la consta- 
tation de Vinéluctable et rapide destruction du virus rabique fixe 
par l’immersion en glycérine. Nous avons déja montré (1) le parti 
que Von pouvait tirer de la congélation, soit dans V’air (en tubes 
bouchés), soit mieux avec enrobement en eau physiologique 
congelée, pour la conservation des moelles rabiques (treize mois, 
contre quinze a trente jours en glycérine). 

Parallélement a ces essais, nous avons recherché quelle était la 
valeur pratique de la dessiccation rapide dont, en 1903 déja, 
Vanstenberghe (2) avait montré l’action favorable sur la conser- 
vation du virus rabique. Devant les résultats obtenus par les deux 
méthodes, les essais ont été étendus a d’autres virus, de conser- 
vation moins aisée. - 

Nous ne reviendrons pas sur nolre technique de congélation. 
Précisons seulement que, depuis le travail cité, aux températures 
de —4° et —-10° (tiroir d’une armoire frigorifique) et de —20° 
(sorbetiére électrique), nous avions adjoint celle de —80° donnée 
par un bain de diéthyléne-glycol refroidi par la glace carbonique 
(soit un bloc de 5 kilogrammes tous les dix jours dans un vase 
isotherme de 8 litres, renfermé lui-méme dans la sorbetiére & —20°). 
Les circonstances actuelles ont interrompu cet emploi de trés 
basses températures. 

Pour la dessiccation, notre technique est extrémement simple. 
L’organe virulent (cerveau, foie) est, dés le prélévement, broyé 
finement au mortier, rapidement étalé en couche mince dans une 
boite de Petri, et desséché sous vide (cloche de verre, almosphére 
déshydratée par CaCl?) a la température du laboratoire. En une 
demi-heure la bouillie virulente doit avoir pris Vaspect d'une 


(1). P. Lime. C. R. Acad, Se., 1935, 201, 172; Id., C. R. Soe. Biol., 


1936, 122, 262.. 
(2) VaNSTENBERGHE. C. R. Soc. Biol., 1903, 17, 1646. 
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matiére séche. On maintient le vide pendant quelques heures, puis 
le produit desséché est détaché au scalpel, placé en ampoules 
scellées et conservé a la température ordinaire ou a +4°. Lorsqu’il 
s'agit d’un virus pour lequel le grattage a l'état see constituerait 
une manceuvre dangereuse, le fond des boites de Petri est garni 
de papier filtre stérile sur lequel on étale la bouillie virulente. 
Apres dessiccation, on coupe le papier aux ciseaux stériles en 
languettes qu’on conserve en tubes scellés. Au moment de l'emploi, 
le virus desséché est broyé a la baguette dans un peu d’eau physio- 
logique ; la présence du papier filtre est sans inconvénient. 

La dessiccation s’est montrée l'un des moyens les plus précieux 
de conservation des virus. L’acte méme de la dessiccation ne va 
pas sans une destruction importante du virus. C’est ainsi qu’une 
expérience, faite le 21 mai 1940, nous montre qu’un cerveau de 
lapin atteint d’herpés est, avant dessiccation, virulent a 5.10~* ; 
apres dessiccation (compte tenu de la perte de poids), il n’est plus 
virulent qu’a 10-8, mais. cette virulence au milliéme se conserve 
intacte pendant des mois. 

Voici quelques résultats obtenus jusquici (8) : 

Virus fixe rabique : Congelé & —4° (a sec dans un tube bouché 
au colton) : sept cent trente-deux jours ; 

Congelé & —20° : huit cent quatre-vingt-trois jours ; 

Desséché (conservé 4 la température du laboratoire) : six cent 
cinquante jours ; 

Desséché sur papier filtre (conservé & +4°) : mille trois cent 
quatre-vingt-quatorze jours. 

Notons que la dessiceation du virus fixe a permis de l’expédier 
avec succés sans aucune précaution particuliére de conservation 
a des laboratoires éloignés (Argentine, Soudan Anglo-Egyptien, 
Afrique du Sud, Irak, Iran, Indochine, Changhai) pour lesquels 
les envois de virus en glycérine avaient le plus souvent échoué. 

Virus des rues : Les durées de conservation sont de méme ordre, 
mais il faut remarquer que le virus des rues résiste habituellement 
bien a la glycérine (en moyenne trois cents jours; dans un cas, 
neuf cent quatre-vingt-dix-sept jours a +4° pour notre souche 
Kaolak). 

Maladie d’Aujeszky (desséché) : neuf cent soixante-dix-sept jours 
(en glycérine, au bout de deux cent soixante-dix-sept jours la 
virulence est trop atténuée pour reprendre les passages). 

Ectromélie (desséché) : mille deux cent quatre-vingt-quinze jours 
(glycérine phosphatée ; résultat négatif aprés deux cent dix-sept 
jours). 


(3) Les délais de conservation signalés ne doivent étre considérés 
comme des maxima que lorsqu’ils sont suivis d’essais négatifs. Sauf 
indication contraire, les virus desséchés ont été conservés & + 4° (gla- 
ciére ordinaire). 
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Louping-ill (desséché) ; mille quatre cent vingt-deux jours. 

Herpes (desséché) : mille trois cent vingt- neuf jours (méme 
échantillon négatif le mille sept cent treizieme jour). 

Encéphalomyélite équine américaine (Venezuela) : Glycérine 
a +4° : négatif aprés quatre cent quarante et un jours ; 

Dessiccation : Pore. aes cing cent trente-trois jours 

Cerveau congelé a —4° : positif aprés neuf cents jours. 

Chorioméningite lymphocytaire : C’est probablement le plus 
labile de tous les virus. Extrémement sensible & la température, 
aux variations du pH, il est détruit en deux heures en eau physio- 
logique & la température du laboratoire. La conservation en 
glycérine est trés courte et n’excéde pas au maximum quelques 
semaines avec notre souche. 

La dessiccation (cerveau de singe stabilisé avec des phosphates 
anhydres) nous a donné un résultat positif aprés mille cent 
quarante-six jours (résultats négatifs a mille cent cinquante-sept 
jours et mille quatre cent quatre-vingt-onze jours), mais ce résultat, 
qui n’a été obtenu qu’en partant d’une masse cérébrale importante, 
doit étre tenu pour exceptionnel et ne peut étre répété avec des 
cerveaux de souris ou de cobaye. 

La congélation s’est montrée plus pratique, a condition d’étre 
faite sans eau physiologique, contrairement aux autres virus. Le 
sang de cobaye prélevé a la période fébrile, en pipettes scellées, 
se conserve facilement 4 —4° entre cent et deux cents jours (un 
résultat positif a trois cent quarante-cing jours est exceptionnel). 
A —80° le sang nous a donné des résultats posilifs aprés quatre 
cent trente-quatre, quatre cent soixante-treize, cing cent cinquante- 
quatre jours (essais interrompus); avec le cerveau de souris 
a —80° : résultat positif aprés trois cent quatre-vingt-trois jours 
(méme remarque). 

En conclusion, l'emploi de la congélation ou de la dessiccation 
permet d’obtenir des durées de survie des virus trés supérieures 
a celles résultant de la conservation en glycérine, et ceci a l’abri 
de l’action chimique éventuelle de la glycérine. 


. 
3. 


(Institut Pasteur.) 


M. Stefanopoulo. — Depuis dix ans nous conservons le virus de 
la fievre jaune par la dessiccation alliée 4 la congélation. L’opé- 
ration est réalisée au moyen d’un appareil trés simple. Le virus 
ainsi desséché se conserve trés bien et peut étre expédié a distance 
sans aucune difficulté. 
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L'USAGE DU GEL SILICIQUE EN MICROBIOLOGIE 


par Mve Hértne WINOGRADSKY. 


Le gel silicique est en usage au laboratoire de Winogradsky 
pour les travaux courants, depuis une vingtaine d’années. 
L’emploi d’un gel minéral s’est imposé dés le début des recherches 
sur la microbiologie des milieux naturels. En effet, parmi les gels: 
organiques, la gélose n’est pas un véhicule indifférent, car elle 
peut servir d’aliment pour certaines bactéries ; de plus, elle 
contient des impuretés diverses, entre aulres de V’azote, vraisem- 
blablement protéique. Il serait donc impossible de préparer avec 
de la gélose un milieu solide qui soit strictement dépourvu d’azote 
combiné, ce qui est indispensable, par exemple, pour les recherches 
sur les microbes fixateurs de azote moléculaire. En général, sil 
s’agit d’un milieu solide synthétique, au sens strict du terme, 
Pusage du gel organique est plutot contre-indiqué. 

Je rappelle la formule et le mode de préparation du gel silicique 
de Winogradsky. 

On mélange une solulion de silicate de potasse, pure, incolore, 
élendue jusqu’a 9° Bé (densilé 1,07 environ) avec de Vacide 
chlorhydrique élendu a 138° Bé (densité 1,10 environ), en parties 
égales, en versant le silicate dans l’acide. On distribue le mélange 
a raison de 15 cent. cubes par boite de Petri de 5 centimetres de 
diamétre, de 30 cent. cubes par boite de 10 centimétres de diamétre, 
de 200 cent. cubes par boite de 20 centimetres de diamétre et de 
250 cent. cubes par boite de 25 centimetres de diamétre. On les 
place sur une surface horizontale, jusqu’a ce que le gel devienne 
« vibrant », ce qui prend vingt-quatre a quarante-huit heures. Les 
boites, disposées ouvertes dans une cuvette, sont mises alors a laver 
a l’eau courante. On les y laisse deux ou trois jours, puis on les 
lave a plusieurs reprises avec de l’eau distillée bouillante. Les 
derniéres eaux de lavage ne doivent pas donner de trouble avec 
le nitrate d’argent. Ainsi lavées, les plaques sont prétes a usage. 
On les conserve retournées, ayant soin de verser un peu d’eau 
dans le creux du couvercle. Elles se conservent en parfait élat 
pendant plusieurs mois (1). 

C'est le mode de préparation qui s’est montré le plus pratique. 
Le lavage prend quelques jours, mais il est possible de préparer 


(1) S. Winoerapsky. Ces Annales, 1932, 48, 97. 
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plusieurs douzaines de boites a la fois, de sorte que l’on est pourvu 
pour plusieurs mois de travail. 

Il nous est impossible d’insister sur diverses modifications du 
procédé de préparation (2, 3, 4, 5 et 6). Elles peuvent étre 
utilement employées dans quelques cas, mais comme méthode 
courante ; celle dont nous donnons la formule s’est. montrée la 
plus pratique : elle donne un gel plus élastique et plus résistant, 
qu! se conserve mieux, 

Au moment de s’en servir, le gel pur des plaques est transformé 
en milieu nutritif par imprégnation. On verse 2 a 3 cent. cubes 
de la solution nutritive sur la surface des plaques ; on évapore 
ensuite jusqu’a disparition de la nappe liquide. 

Il serait certainement commode de construire une étuve spéciale 
pour évaporation sur plaque chaude réglable a 60°, mais on arrive 
au but simplement en placant les boites, ouvertes, sur la plaque 
métallique de l’étuve Roux, dont la température approche de 60°. 
Bien entendu, on prend soin de les retirer, aussit6t le liquide 
disparu et la surface devenue mate. 

On a reproché au gel silicique de ne pas supporter i’autoclavage. 
Sous cette forme catégorique, le reproche n’est pas justifié. I est 
vrai que l’opéraltion est plus délicate dans ce cas, que quand il 
s agit de gélose. Elle réussit pourtant couramment, 4 condition 
que le gel soit de fraiche préparation (bien « vibrant ») et que la 
réaction du liquide imprégnant ne soit pas trop alcaline, ne 
dépassant pas pH 8,0. 

Pour prévenir Vinondation de la surface par eau de conden- 
sation qui se forme a Vautoclave, il est parfois utile de doubler 
le couvercle par une couche de papier a fillrer. Il parait plus str 
d’élever la température graduellement, comme suit : cinq minutes 
en vapeur fluante, cing minutes 4 110°, vingt minutes a 120°. 

A ce propos, il y aurait leu de se demander, avec Winogradsky, 
si autoclavage des plaques de silico-gel est réellement obligatoir e 
La stérilisation sous pression est consacrée par le temps : dire 
que l’on pourrait s’en passer, pourrait parailre une sorte d’hérésie. 
Et pourtant, il y aurait avantage a discuter ce point, en vue d'une 
plus large utilisation du gel. minéral, menacés que nous sommes 
d’un manque total d’agar-agar. 

Si la gélose, qui contient des spores bacillaires tres résistantes, 
ne peut servir qu’a condition d’un bon autoclavage, il en va 
autrement avec le gel silicique, milieu parfaitement stérile a 
Yorigine. Le lavage & l’eau courante y apporte bien quelques 


(2) F. L. Srevens et J. C. Tempte. Zentrbl. f. Bakt., II, 1908, 24, 84. 
(3) C. G. T. Doryzann, Journ, Bact., 1916, 4, 135. 

(4) Soutnyre. C. R. Soc. Biol., 1925, 48, 306. 

(5) J. H. Hanks et R. L. Weinrravs. Journ. Bact., 1936, 32, 639. 
(6) R. Want. C. R. Soc. Biol., 1938, 128, 854. 
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germes qui adhérent a la surface, mais le dernier lavage a l'eau 
bouillante réduit leur quantité, ou les fait disparaitre. La plaque 
sort done du lavage exemple de germes, ou presque. Au cours de 
Vimprégnation et de l’évaporation, il y a quelques faibles chances 
de souillure par les germes de l’air, qui ne sont généralement que 
des spores de moisissures. Une derniére opération stérilisante est 
done nécessaire. Comme telle, une courte immersion ne dépassant 
pas trente a quarante secondes dans de l’eau en pleine ébullition 
suffira trés généralement. I] est commode de se servir d’un petit 
ustensile de cuisine : un pilon-tamiseur, pour immerger et retirer 
rapidement couvercle et soucoupe chargée de gel, a part. Le 
verre « Pyrex » convient a cette opération. 

On pourrait objecter que Pimmersion a pour effet de modifier 


le milieu, en extrayant une partie des substances, dont le gel est | 


imprégné. Mais l’immersion étant de si courte durée, la quantité 
en est insignifiante. Quelques expériences ad hoe ont montré qu'une 
plaque P. 10, imprégnée de 0 gr. 5 de glucose n’a perdu a l’ébouil- 
lantage que 0 gr. 08. En dosant Vazote extrait d’une plaque 
imprégnée de 0 gr: 1 de peptone, on trouve qu'elle n’en a perdu 
que 0,14 p. 100. 

Deux cultures faites sur deux plaques paralléles, ?une ébouil- 
lantée, Pautre non, ne montrent aucune différence perceptible dans 
lénergie des végétations. Pour parer a la perte de substances 
nutritives, il suffirait done d’en ajouter un petit exces. 

En somme, ce mode de stérilisation a rendu bon service, en 
simplifiant les opérations et en permettant de tirer tous les 
avantages que présente.un milieu minéral synthétique. Il a fait 
ses preuves au laboratoire de Brie-Comte-Robert. 

Pour finir, je rappelle encore les facilités que présente le gel 
silicique pour l’analyse chimique. La culture séchée est facilement 
réduite en sable fin, qui contient tous les produits non volatils, ou 
faiblement volatils de la culture. Dans le but d’analyse chimique, 
de grandes plaques de 20 et 25 centimétres de diamétre, portant 
des végétations massives, sont employées de préférence. 


(Institut Pasteur de Brie-Comte-Robert.) 
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SUR LE DETERMINISME DE LA VIRULENCE 
CHEZ LES BACTERIES 


par Anpré BOIVIN. 


La virulence est cette propriété possédée par les bactéries 
pathogénes de forcer les barriéres naturelles que l’hote animal 
oppose a leur pénétration (intégrité des muqueuses digestives, 
respiratoires, etc...), puis, une fols parvenues au sein des tissus, 
de s’y multiplier en produisant des troubles plus ou moins graves 
et cela malgré les défenses qui entrent en jeu de la part de l’hote 
(intervention des phagocytes, etc...). Le degré de virulence dépend 
tout a la fois et dans la plus large mesure, de l’espéce bactérienne 
et de l’espéce animale que l’on considére. Notons qu’on demeure 
profondément ignorant des rapports, de nature chimique sans 
doute, qui doivent exister entre une bactérie d’une part et les 
cellules et humeurs d’un animal d’autre part, afin que la premiére 
puisse étre douée d’une virulence marquée pour les secondes. Mais 
a Végard d’un hote d’espéce donnée, une méme espéce bactérienne 
peut se montrer fort inégalement virulente d’une souche a l’autre. 
Il est de régle, en effet, que les variantes lisses (smooth) d’une 
bactérie, quoique de virulence trés variable de l’une a lautre, 
soient bien plus virulentes que les formes rugueuses (rough) 
correspondantes. Ce fait permet de. conclure qu'une certaine 
relation doit exister entre virulence et structure antigénique des 
bactéries. Est-il possible, compte tenu des progrés faits récemment 
dans nos connaissances sur la structure des antigénes bactériens (*), 
de préciser quelque chose de cette relation ? Telle est la question 
4 laquelle nous avons cherché 4 répondre en expérimentant sur les 
Salmonella. 

Les variantes smooth d’une Salmonella different des variantes 
rough correspondantes par le fait que les premiéres portent, a leur 
surface, un complexe glucido-lipidique représentant l’antigéene 
~somatique de la bactérie, complexe qui, au surplus, est doué d’une 
évidente toxicité pour l’animal. Au bénéfice de la bactérie qui en 
est pourvue, l’antigéne glucido-lipidique apparait comme consti- 


(*) Voir notre Rapport sur « Les Antigénes somatiques et flagellaires 
des Bactéries » présenté le 27 octobre 1938 devant le I°** Congrés des 
Microbiologistes de Langue frangaise a4 Paris (Ces Annales, 1938, 61, 
426). 
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luant A la fois une cuirasse, une arme défensive contre les pha- 
gocytes et, par sa toxicité, une arme offensive a l’égard de Vhote. 
Existe-t-il quelque corrélation entre : 1° la virulence des diverses 
souches smooth d’une espéce donnée de Salmonella ; 2° la teneur 
de ces souches en antigéne glucido-lipidique ; 3° les propriétés 
chimiques et biologiques des antigénes glucido-lipidiques en 
question ? Nous avons pris la souris comme animal d’expérience 
et avons utilisé trois types de Salmonella : le bacille d’Aertrycke 
(S. typhi murium), le bacille paratyphique B et le bacille typhique. 
Le premier est naturellement pathogene pour la souris, l’animal 
pouvant étre infecté soit par voie orale, soit par voie parentérale. 
Avee les deux autres germes, non naturellement pathogénes pour 
la souris, Vinfection peut étre déclenchée par voie parentérale, en 
ayant au besoin recours a la mucine. Nous avons employé parallé- 
lement des souches de collection entretenues depuis Jongtemps sur 
eélose et des souches venant d’étre isolées, le bacille d’ Aertrycke 
a partir de la rate de souris mortes de « typhoide des souris », les 
bacilles paratyphique B et typhique a partir du sang de malades 
atteints d’infection typhoidique. De plus, nous avons recherché 
quelles modifications peuvent s’installer dans les propriétés des 
souches, lorsqu’on les entretient durant des mois aprés_ leur 
isolement sur les milieux artificiels du laboratoire. La virulence 
a élé mesurée en déterminant le nombre minimum de bactéries 
vivanles qui suffit pour tuer la souris par voie péritonéale. D’autre 
part, par les techniques dont nous avons fait connaitre le détail 
att cours de nos publications antérieures, nous avons dosé les 
antigénes glucido-lipidiques dans les bactéries, nous avons étudié 
la constitution chimique de ces antigénes (leneur en sucres et en 
acides gras libérables a hydrolyse), nous avons précisé leur spéci- 
ficité sérologique exacte et leur toxicilé. Nous ne saurions, dans 
la présente note, donner l’ensemble des résultats que nous avons 
obtenus au cours de recherches qui se sont déroulées pendant plus 
de deux années. Nous nous contenterons de résumer briévement 
les conclusions auxquelles nous sommes parvenu. 

Le « vieillissement » des souches au laboratoire a deux 
conséquences fréquentes 

1° Une atténuation progressive de leur virulence ; 

2° Une dégradation plus ou moins poussée de leur structure 
antigénique. Dans le cas du bacille d’Aertrycke et du bacille para- 
typhique B, on peut voir disparaitre complétement Vantigéne 
glucido-lipidique (avee tous ses facteurs antigéniques I, IV et V). 
On passe alors, sans transition, de la variante smooth a la variante 
rough. En ce qui concerne le bacille typhique, les phénoménes 
sont plus complexes. Sous sa forme smooth typique, cette bactérie 
porte, en effet, deux antigeénes somatiques distincts et simulta- 
nément présents : Pantigéne O (facteur IX) et Vantigéne Vi de 
elix. Tous deux sont de nature glucido-lipidique et se montrent 
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toxiques. Au cours de la dégradation antigénique, on peut assister 
a la disparition de l'un ou de l’autre seulement de ces antigénes 
(variantes smooth partiellement dégradées) ou bien on petit les 
voir disparaitre tous les deux (variantes rough). 

Or, ’expérience montre que’ ces deux conséquences ne sont pas 
rigidement liées Pune a l'autre. En effet, si toute atteinte portée 

a la structure antigénique s’accompagne, sans exception, dune 
Peale atténuation de la virulence, la réciproque n’est pas 
foreément vraie. Une bactérie peut parfaitement perdre beaucoup 
de sa virulence sans subir aucun changement appréciable dans 
sa structure antigénique : elle conserve alors sa teneur primitive 
en antigene glucido-lipidique et ce dernier garde inchangés la 
constitution chimique, la spécificité sérologique et ‘le degré de 
toxicilé qui le caractérisaient initialement. [llustrons cela par deux 
exemples pris parmi Vensemble de nos résultats. Une souche 
smooth du bacille d’Aertrycke, & Visolement de la rate d’un animal 
mort, tuait la souris a la dose de 100 4 200 germes vivants dans le 
péritoine, Un an plus tard, aprés avoir subi de nombreux repi- 
quages sur gélose, et tout en n’ayant rien perdu quantitativement 
et qualitativement de son antigéne glucido-lipidique, elle ne tuait 
plus Panimal qu’a la dose minimum de 10.000 a 20.000 bactéries 
vivantes. Une souche de bacille typhique 4 l’isolement du sang de 
malade tuait 4 coup str la souris 4 la dose de quelques milliers de 
bactéries (en présence de mucine). Huit mois aprés, sans avoir 
pourtant rien perdu de son antigéne O ni de son antigéne Vi, elle 
ne tuait plus l’animal qu’a la dose de plusieurs centaines de milliers 
de bactéries. Notons que ce dernier fait présente un caractére assez 
exceptionnel, car le vieillissement des souches de bacille typhique 
a pour résultat usuel de faire disparaitre rapidement l’antigéne Vi, 
tout en respectant pendant longtemps Vantigéne O. 

En résumé, une structure antigénique intacte apparait comme 
étant une condition nécessaire, mais non pas suffisante pour la 
haute virulence d’une Salmonella. La capacité que posstde ure 
Salmonella de se multiplier activement au sein de l’organisme, 
pour y provoquer des troubles, dépend certainement de « l’équi- 
pement » antigénique et toxique du germe, mais, selon toute vrai- 
semblance, elle tient encore a des pr opriétés physiologiques parti- 
culiéres du microbe, propriétés qui ont tendance a se perdre rapi- 
dement au cours des cultures sur les milieux artificiels. C’est 1a 
un exemple frappant de l’étonnante plasticité que montrent les 
bactéries dans leur physiologie. En outre, limpossibilité ot l'on 
se trouve d’enfermer la question de la virulence des bactéries dans 
une formule simple témoigne, une fois de plus, de l’extréme 
complexité de tout ce qui est biologique. 


(Institut Pasteur, annexe de Garches.) 
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DISPOSITIF SIMPLE D’'ULTRACENTRIFUGATION 
SANS SYSTEME D’OBSERVATION 


par P. LEPINE. 


Les centrifuges sans axe mues par lair comprimé selon 
le principe da a Henriot et Huguenard (1), capables de trés grandes 
vitesses angulaires, ont déja retenu l’attention des biologistes. Pour . 
les employer comme ultracentrifuges, la difficulté ne réside pas 
seulement dans l'utilisation de grandes vitesses, ‘mais surtout dans 
Vobtention de dispositifs permettant l’ultracentrifugation selon la 
définition de Svedberg, c’est-a-dire : a) sédimentation a Vabri des 
courants de convection mécaniques ou thermiques ; b) mesure 
quantitative de la sédimentation. Cette derniére condition suppose, 
soit observation pendant la centrifugation, soit une disposition de 
Vappareil empéchant, lors de l’arrét, le mélange, par convection 
et par diffusion, des couches sédimentées. On obtient en ce cas 
une ultracentrifuge opaque, vou sans systéme d’observation. 

Des montages intéressants ont été réalisés par Gratia (2), 
Mc Intosh et Selbie (8), Mc Bain et Leyda (4), Paic (5), qui ont 
adapté a l’objet de leurs recherches la toupie 4 air comprimé, avec 
plus ou moins de complexité selon les cas. 

Des essais, pour des recherches en cours, m’ont conduit a la 
réalisation du dispositif suivant. La cavité du rotor classique de 
80 millimetres (6) d’une centrifuge Henriot-Huguenard est remplie 
par un bloc de duralumin usiné au tour, qui s’y adapte exacte- 
ment (7). Dans le plan équatorial, trois cavités radiales cylindriques 
de 7 mm. 5 de diamétre, axées A 120°, débouchant a |’extérieur, 


(1) E. Henrior et E. Hucuenarp. C. R. Acad, Sc.,- 1925, 180, 1389 ; 
Id., J. Phys. Radium, 1927, 8, 433. 

(2) A. Gratia. C. R. Soc. Biol., 1937, 125, 371. 

(3) J. Mc Inrosm et F. R. Sensi, Brit. J. exp. Path., 1937, 18, 162. 

(4) J. W. Mc Bain et F. A. Leypa. Nature, 1938, 144, 918 ; Id., J. Am. 
chem. Soc., 1938, 63, 2998. 

(5) M. Parc. C. R. Acad. Sc., 1938, 297, 629. 

(6) Rotor et stator construits par les Machines Automatiques Bardet. 

(7) Les différents modéles que nous avons essayés ont été construits 
par R. Stab, 35, rue des Petits-Champs, grace au concours de qui ces 
recherches ont été possibles. La description donnée se rapporte au 


rotor primitif (n° 1). Le rotor réalisé depuis (n° 2) présente de notables 
perfectionnements. 
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servent d’accés a autant de cavités de méme diamétre qui les 
prolongent d’autre part de l’axe du rotor. On peut ainsi loger 
horizontalement en équilibre statique dans ces cavités 3 tubes 
renfermant la matiére a centrifuger ; un regard circulaire de 
15 millimetres de diamétre, fraisé au centre de la partie supérieure 


Fic. 1. — Porte-tubes en duralumin garnissant lintérieur du rotor n° 4 (la 
cote 24 millimétres s’applique a la longueur du tube et non, comme il est 
figuré par erreur, & l’aréte extérieure du porte-tube) 


du bloc jusqu’au plan des cavités, permet d’apercevoir les sections 
tangentes des 6 orifices, dont 3 débouchent a l’extérieur et 3, en 
opposition avec les précédents, sont ceux des porte-tubes (fig. 1). 
Les tubes peuvent étre en cristal (tube thermométrique) pour 
des vitesses de rotation ne dépassant pas 30.000 t/m. Pour des 


_ Annales de V'Instilut Pasleur, t. 67, n° 5, 1941. 27 
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vitesses angulaires supérieures, aprés de multiples essais, nous 
avons adopté des cylindres tournés en plexiglas (8) d’un diamétre 
extérieur de 7 millimétres, d’une longueur de 24 millimetres 
(a fond hémisphérique pour le rotor n° 1, a fond plat pour le 
rotor n° 2), dans lesquels est forée une cavité longue de 19 milli- 
metres, d’un diamétre de 2, 2,5 ou 3 millimetres (selon la viscosité 
du liquide centrifugé). L’étroitesse de la colonne centrifugée est 
suffisante pour qu’a l’arrét la capillarité s’oppose a la diffusion, 
au moins dans le temps de l’expérience. Le trou central de regard 
permet, au moyen d’une seringue de précision au 1/100 de centi- 
métre cube, de prélever in situ, pour analyse ou inoculation, des 
quantités déterminées a l’avance de la colonne centrifugée. Si l’on 
admet que trois quarts de celle-ci soient utilisables (le dernier 
quart étant éliminé a cause de la convexion due au fond), le pouvoir 
de résolution théorique, selon Pedersen (9), de notre ultracentrifuge 
serait, pour la vitesse maxima du rotor n° 1 dans les conditions 
de l’expérience (88.000 t/m), si h = hauteur utile de la colonne 
centrifugée, soit 1 cm. 425, et R=distance du milieu de la colonne 
a l’axe de rotation, soit 1 cm. 7:: 


w* R10—8 = 4,5 
AR w210-8 = 2,45 


valeurs comparables a celles données pour des ultracentrifuges 
a systéme optique. 

Construit primitivement pour servir, de banc d’essai de résistance 
de matériaux en vue d’autres réalisations, ce dispositif simple 
a permis des résultats expérimentaux qui feront lobjet de pro- 
chaines notes. 

(Institut Pasteur.) 


(8) Matiére plastique fabriquée par Als-Thom. Le plexiglas est la 
seule matiére plastique transparente parmi toutes celles essayées qui 
ait pu résister aux champs centrifuges considérables développés dans 
nos rotors. Je tiens 4.exprimer mes remerciements 4 M. d’Halloy, de 
la Société Als-Thom, pour l’intérét qu’il-a pris 4 nos essais. 

(9) PepERSEN. In The Svedberg et Kai O. Pedersen. The Ultracentri- 
fuge, Clarendon Press, Oxford, 1940, 47. — : 


ASSOCIATION DES MICROBIULOGISTES DE LANGUE FRANCAISE 383 


MODE D’ACTION DU FORMOL SUR LES ANTICORPS 
CAS PARTICULIER DU SERUM ANTITETANIQUE 


par R. PONS.’ 


Alors que les travaux concernant le mode d’action du formol 
sur les antigénes ont donné lieu a de tres nombreuses publications, 
ceux ayant trait A l’action de cet aldéhyde sur les anticorps HON: 
relativement rares. Parmi les plus importants nous citerons : le 
mémoire original de Forssman, sur l’action inhibitrice du formol 
sur la fonction de fixation du complément, et ceux de Baivy (1) 
et H. Braun (2) sur la destruction par le formol du pouvoir agglu- 
tinant et du pouvoir précipitant, d’Iwanoff (8) sur l’action nocive 
du formol sur les précipitines et de M. Heidelberger, P. Grabar 
et H. P. Treffers (4) sur la transformation réversible sous l’influencée. 
de Valdéhyde formique en milieu alcalin du sérum antipneumo- 
coccique, transformation qui se traduit par l’incapacité ‘de pré- 
cipiter les polysaccharides’ correspondants.- Tous ces travaux 
s’accordent pour reconnaitre la perte par l’anticorps formolé de 
ses réactions spécifiques en présence de |’antigéne. 

Dans le but de mieux connaitre cette action du formol sur les 
propriétés des sérums antitoxiques, nous avons repris létude du 
sérum antitétanique formolé. 

Au cours d’une premiére’ série d’essais, nous avons fixé le 'réle 
des facteurs concentration, temps d’action, et température dans » 
la disparition du phénoméne de la floculation du sérum antité- 
tanique formolé en présence de la toxine correspondante. 

Quand nous avons connu la concentration en formo] nécessaire 
et juste suffisante pour inhiber a 37° et en vingt-quatre heures 
environ le pouvoir floculant de notre sérum nous avons réalisé 
lexpérience suivante : 


Expérience. — Nous avons utilisé : 
a) Un sérum antitétanique sec ‘titré, ‘dissous fae de ee 
distillée a raison de 100 UA par centimétre cube. 


(1) A. Barvy. C. R. Soc. Biol., 1926, 95, 737. 

(2) H. Braun. Zeitschr. Immunitdtsf, 1933, 78, 46. 

(3) K. Iwanorr. Zeitschr. Hyg., 1936, 448, 197. ~ 

(4) M. Hemensencen, P. Grasar et H. P. Trerrers. J. exp. med., 
1938, 68, 913. 
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b) Une toxine tétanique (n° 53) stabilisée par un séjour de dix 
mois a la glaciére, sous toluéne, en tube scellé et titrant 15.000 DMM 
cobaye et 20 UF au centimétre cube. 

Le sérum antitétanique, en présence de la toxine tétanique n° 53 
dans les conditions fixées par G. Ramon pour la recherche de la 
floculation initiale, flocule 4 20 UF en deux heures et demie. Le 
phénoméne de zone déborde légérement au-dessus de 30 UF et 
au-dessous de 10 UF. 

Ce sérum dilué a 100-.UA par centimétre cube est formolé a 
5 p. 1.000. La recherche de la floculation dans les mélanges sérum 
formolé (dés l’addition du formol) et toxine tétanique n° 53 montre 
que le taux de la floculation initiale n’a pas changé a 20 UA, mais 
que le temps nécessaire a la floculation est porté de deux heures 
et demie a quatre heures dix minutes, et que le phénomeéne de 
zone ne déborde plus les valeurs 30 UA et 10 UA. Avec ce méme 
sérum formolé 4 5 p. 1.000, depuis cing heures, la floculation en 
présence de la toxine n° 53 se produit encore a 20 UA, mais le 
temps nécessaire a la floculation est porté a huit heures, tandis 
que le phénoméne de zone diminue pour s’arréter 4 25 UA et 15 UA. 

Le sérum formolé, depuis dix heures, en présence de la 
toxine n° 53 flocule toujours 4 20 UA, le. temps nécessaire a la 
floculation est de plus de douze heures, et le phénomeéne de zone 
a a peu prés disparu (trouble léger dans les tubes correspondant 
& 25 et 15 UA). 

Le sérum formolé, depuis vingt heures, ne flocule plus en 
présence de la toxine correspondante, l’on observe seulement dans 
le tube correspondant 420 UA un trouble tardif d’aspect homogéne. 

Enfin, aprés vingt-quatre heures de contact avec le formol, tous 
les mélanges sérum formolé et toxine restent parfaitement clairs. 

Cette expérience donne lieu aux observations suivantes : tant 
que le phénoméne de la floculation a été saisissable, la floculation 
initiale est restée a 20 UA, c’est donc. que le taux de l’anatoxine 
du sérum est resté constant. Par contre, qualitativement, le sérum 
a été progressivement modifié, le temps nécessaire a la floculation 
a augmenté et le phénoméne de zone a disparu, ce qui revient 
a dire que Il’affinité de l’antitoxine pour la toxine a diminué régu- 
liérement sous l’action du formol. 

Pour le sérum formolé depuis vingt-quatre heures, il semble, 
malgré que l’on n’observe plus de trouble de floculation dans les 
mélanges sérum-toxine, que l’antitoxine soit encore présente dans 
ce sérum. Nous avons essayé de mettre en évidence cette présence 
dans l’expérience suivante : — 


Expértence. — Le sérum antitétanique dilué 4 100 UA par centi- 
métre cube, formolé a 5 p. 1.000 depuis vingt-quatre heures, et 
par conséquent ayant perdu toute propriété floculante, est mis 
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a la dose de 40 UA, soit 0 c. c. 4 en présence de 2 cent. cubes 
de la toxine tétanique n° 53, soit 40 UF. Aprés un séjour d’une 
heure 4 la température du laboratoire le pouvoir toxique de ce 
mélange est titré sur des cobayes de 300 grammes sux dilutions 
sulvantes : 1 cent. cube d’une dilution au 1/10 du mélange 
(environ 1.250 DMM); 1 cent. cube d’une: dilution au 1/100 
(environ 125 DMM); 1 cent. cube d’une dilution au 1/1.000 
(environ 12,5 DMM) et 1 cent. cube d’une dilution au 1/10.000 
(environ 1,25 DMM). 

Ainsi que nous le laissait prévoir l’expérience précédente, aucun 
des animaux n’a présenté pendant les soixante premiéres heures 
la moindre contracture ou le plus petit signe . d’intoxication 
tétanique. Quand on se rappelle la rapidité avec laquelle appa- 
raissent les premiéres contractures (dix-sept a dix-huit heures) 
aprés l’injection d’uue seule dose minima mortelle, on est en droit 
de conclure que l’antitoxine formolée a parfaitement neutralisé 
pendant soixante heures une quantité de toxine égale.a celle 
qu’aurait neutralisé le sérum non formolé. La teneur en antitoxine 
n’a donc pas été modifiée par le formol. Mais si quantitativement 
l’antitoxine n’a pas changé, qualitativement elle a été profondément 
modifiée. En effet, vers la soixante-cinquiéme heure, on voit 
apparaitre chez les cobayes ayant recu les dilutions 1/10, 1/100 
et 1/1.000, des contractures qui se généralisent rapidement et les 
cobayes meurent de tétanos généralisé en moins de vingt-quatre 
heures. » 

Cette intoxication retardée est due a la libération tardive de la 
toxine par dissociation du complexe toxine-antitoxine ; cette insta- 
bilité résulte d’une adhésivité moins grande de l’antitoxine a la 
toxine ou mieux d’une diminution de laffinité de l’anticorps pour 
Vantigéne. 

Nos résultats in vivo confirment donc nos observations in vitro, 
a savoir un blocage progressif par le formol de |’antitoxine pour 
la toxine. iewt 

Ces essais montrent en premier lieu que par l’action ménagée 
du formol sur un sérum floculant, il est possible de dissocier la 
réaction de floculation, en deux phénomeénes distincts : 1° la fixation 
de l’anticorps sur l’antigéne (neutralisation) ; 2° l’agglomération 
en gros amas visibles a |’ceil nu des complexes anticorps-antigéne 
(floculation). 

D’autre part, il est curieux de rapprocher l’action du formol sur 
Yantigéne tétanique de l’action de cet aldéhyde sur l’anticorps 
correspondant. Le formol sans modifier le pouvoir antigéne bloque 
laffinité de la toxine pour le systéme nerveux (5), lui faisant perdre 
ainsi son pouvoir toxique; agissant sur l’antitoxine, dans un 
premier temps, il bloque l’affinité entre eux des complexes toxine- 


(5) R. Pons. C. R. Soc. Biol., 1988, 429, 209. 
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antitoxine, entrainant ainsi la disparition du phénoméne visible de 
la floculation, dans un deuxiéme temps l’affinité de l’antitoxine 
pour la toxine s’émousse progressivement et disparait sans qu'il 
paraisse y avoir dénaturation de l’antitoxine. Cette derniére action 
porte de toute évidence sur ce que les sérologistes ont dénommé 
avidité des sérums thérapeutiques ; cette qualité est surtout fonc- 
tion de l’affinité de l’antitoxine pour la toxine : elle s’éclaire a la 
lumiére des recherches précédentes ; en effet, le formol agissant 
sur les fonctions aminées primaires (NH,) libres, il est possible 
d’entrevoir : 

1° Que le radical NH, est un support des fonctions affines aussi 
bien dans la molécule toxique que dans la molécule antitoxique, 

2° Que l’avidité d’un sérum est fonction de la richesse de |’anti- 
toxine de ce sérum en radicaux NH3. 

De nombreux faits plaident en faveur de ces conclusions. 


M. Grabar. — Je voudrais ajouter a la liste bibliographique citée 
par M. Pons les travaux de Eagle et de ses collaborateurs, qui ont 
étudié l’action de la diazotation (1) sur divers sérums (sérum anti- 
diphtérique, antipneumococcique, antityphoidique, hémolytique, 
antisérum de cheval, anti-ovalbumine et des sérums humains. 
Wassermann posilifs), ainsi que l’action du formol (2) sur l’anti- 
toxine diphtérique et le sérum antipneumococcique. Les résultats 
expérimentaux que M. Pons vient de nous communiquer confirment 
enligrement ceux de Eagle. L’interprétation que Eagle donne a ses 
observations est la méme que celle que M. Pons vient de nous 
exposer. Dans le travail que nous avons pubhié avec Heidelberger 
et Treffers (8), nous avons, me semble-t-il, donné suffisamment 
d’arguments prouvant que les expériences de Eagle ainsi que celles 
de M. Pons peuvent trés bien étre expliquées par la théorie 
purement chimique de la combinaison antigéne-anticorps. 

En ce qui concerne l’action du formol sur les divers groupe- 
ments d’une molécule d’antitoxine, on sait : 

1° Que les groupements SH sont le plus rapidement transformés ; 
2° que la réaction entre les groupements aminés primaires et le 
formol est une réaction trés rapide (dosage des acides aminés par 
la méthode Sérensen) ; 3° la disparition de l’activité des anticorps 
que vous observez est un phénoméne lent, et par conséquent, ce 
ne sont sirement pas les groupements aminés primaires seulement 
qui sont touchés ; l’ensemble de la réaction doit donc étre beaucoup 
plus complexe: par exemple on. peut tgalement penser a une 
certaine dénaturation, ou peut-étre 4 des phénoménes de polymé- 


(1) H. Eacrz, D. Smira et P. Vickers. J. exp. Med., 1936, 63, 617. 
(2) H. Eacus. J. exp. Med., 1938, 67, 495. 
(3) Hewe.serceR, GRapar et TReFFERS. J. exp. Med., 1938, 68, 913. 
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risation (formation de gel dans les sérums riches en globuline par 
action du formol [Wise et Gutman (4)]. 


M. Lecomte du Nouy rappelle que le phénoméne de la floculation 
s’accompagne dans des conditions parfaitement définies et mesu- 


rables d’un accroissement de la viscosité qui peut atteindre des 
valeurs considérables. 


(4) C. R. Wise et A. B. Gurman. Am. J. med. Sc., 1937, 194, 263. 


Le Gérant : G. Masson. 


Imprimé par 1’Ancne Impie de Ia Cour d’Appel, A. MaRETHEDX, Dir., 
4, r. Cassette, A Paris (France) 
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